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1 Einleitung 
 
 
1.1 Herstellung chiraler Alkohole 
 
Die biologische Aktivität einer chiralen organischen Verbindung hängt stark von der Stereo-
chemie des Moleküls ab. Während ein Enantiomer physiologisch aktiv ist und eine gewünsch-
te therapeutische Wirkung zeigen kann, kann das andere gar keine oder sogar eine gegensätz-
liche Wirkung haben. Das bekannteste Beispiel hierfür ist das Medikament Contergan® mit 
dem Wirkstoff Thalidomid, dessen (S)-Enantiomer eine teratogene Wirkung besitzt. Deshalb 
ist vor allem im pharmazeutischen Bereich eine hohe Enantiomerenreinheit erforderlich. Die 
wirtschaftliche Bedeutung von stereoselektiven Synthesen gewinnt durch die seit Mai 1992 
von der American Food and Drug Administration (FAD) vorgeschriebenen Sicherheitsinfor-
mationen für Stereoisomere in racemischen Gemischen an Bedeutung (Peters, 1998). Als 
Synthesebausteine für Feinchemikalien und Pharmazeutika dienen vielfach chirale Alkohole, 
da die alkoholische Gruppe leicht mittels chemischer Methoden in andere funktionelle Grup-
pen umgewandelt werden kann. Neben der Nutzung natürlich vorkommender chiraler Alko-
hole stehen zwei Synthesewege zur Verfügung. Bei der Racematspaltung wird ein Enantiomer 
aus einem racemischen Gemisch stereospezifisch umgesetzt, anschließend können das nicht 
umgesetzte Enantiomer und das Produkt durch Kristallisation oder andere Trennverfahren 
voneinander getrennt werden 
 
Alternativ können chirale Alkohole durch asymmetrische Synthese aus prochiralen Ketonen 
erzeugt werden. Dies kann mit chemischen oder biologischen Katalysatoren erfolgen. Zu den 
chemischen Katalysatoren gehören Metallhydrid-Verbindungen, wie zum Beispiel Lithium-
aluminiumhydrid, Natriumborhydrid und Borane, die mit optisch aktiven Liganden modifi-
ziert wurden (Übersichtsartikel: Nagata et al., 1998). 1975 wurden die ersten Ruthenium(II)-
Katalysatoren entwickelt, zu denen die BinapRu(II)-Katalysatoren gehören (Ratovelomanana-
Vidal und Genêt, 1998). Diese können eine Vielzahl prochiraler Ketone reduzieren. Bei der 
CBS-Reduktion werden chirale Oxazaborolidine mit Boran oder Catecholboran als Wasser-
stoff-Donor eingesetzt, es können aromatische und zyklische Ketone reduziert werden (De-
loux und Srebnik, 1993). 
 
1 Einleitung                                                                                                                                                  Seite      2
Als biologische Katalysatoren können ganze Zellen oder isolierte Enzyme eingesetzt werden. 
Die Biokatalyse bietet gegenüber chemischen Verfahren einige Vorteile: es sind in der Regel 
nur milde Reaktionsbedingungen vonnöten (meist reichen Raumtemperatur, atmosphärischer 
Druck und ein nahezu neutraler pH-Wert aus) und bei Verwendung isolierter Enzyme kann 
die Bildung von unerwünschten Nebenprodukten vermieden werden. Auch weisen Enzyme in 
der Regel eine hohe Chemo-, Regio- und Stereoselektivität auf, die bei chemischen Katalysa-
toren nicht unbedingt gegeben ist. In technischen Verfahren werden heutzutage zunehmend 
Enzyme anstelle von chemischen Katalysatoren eingesetzt, zum Beispiel in der Waschmittel-
industrie, der Lebensmittel- und der Pharmaindustrie (Liese und Filho, 1999).  
 
 
1.2 Alkohol-Dehydrogenasen 
 
Alkohol-Dehydrogenasen (Alkohol:NAD-Oxidoreduktasen, EC 1.1.1.1) sind Enzyme der 
Hauptklasse der Oxidoreduktasen und katalysieren in einer Gleichgewichtsreaktion die Re-
duktion von Carbonylverbindungen wie Aldehyden und Ketonen bzw. die Oxidation von pri-
mären und sekundären Alkoholen. Ein wichtiges Merkmal der Alkohol-Dehydrogenasen 
(ADH) ist ihre Abhängigkeit von NADH + H+ bzw. NADPH + H+ als Cofaktoren. 
 
R1 R2
O
R1 R2
OH
H
NAD(P)H + H+ NAD(P)++ +
 
 
Alkohol-Dehydrogenasen kommen in der Natur weit verbreitet vor und unterscheiden sich 
vor allem in ihrer Cofaktor-Abhängigkeit (NADH+H+ oder NADPH+H+), der Stereospezifität 
und ihrem Substratspektrum. Die stereospezifische Reduktion von Carbonylverbindungen ist 
von besonderem Interesse für die Produktion von verschiedenen chiralen Komponenten wie 
Hydroxysäuren, Aminosäuren und Alkoholen aus prochiralen Vorstufen. Solche Produkte 
können direkte Anwendung in Nahrungsmitteln oder Futter finden oder als Bausteine in der 
Synthese von Therapeutika, Herbiziden und Insektiziden. 
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1.3 Carbonyl-Reduktase aus Candida parapsilosis 
 
Eine Oxidoreduktase aus der Hefe Candida parapsilosis, die erstmals 1992 von Peters et al. 
beschrieben wurde, weist eine scheinbar höhere Aktivität zu den Substraten der Reduktions-
reaktion auf, weshalb sie als Carbonyl-Reduktase (CPCR) bezeichnet wird (Peters et al., 
1993a). Es handelt sich dabei um ein Enzym mit sehr breitem Substratspektrum und hoher 
Enantioselektivität. Es akzeptiert nicht nur Ketosäureester, die in ihre entsprechenden chiralen 
Hydroxysäureester umgewandelt werden, sondern auch eine Vielzahl von anderen Verbin-
dungen, wie primäre und sekundäre Alkohole, Aldehyde, Ketoacetale, aliphatische und aro-
matische Ketone, cyclische Ketone und Diketone. Bis heute wurden knapp hundert Substrate 
der Carbonyl-Reduktase identifiziert; es entstehen (S)-konfigurierte Hydroxyverbindungen in 
hoher Enantiomerenreinheit (Peters et al., 1993a,b,c; Rissom, 1999). 
 
Die Angaben aus der Literatur über diesen Biokatalysator differieren. Zunächst wurde er als 
homodimeres Enzym mit einem Molekulargewicht von 135 kDa beschrieben (Kula und Pe-
ters, 1993; Peters, 1993a,); in neueren Veröffentlichungen wird eine Größe von 78 - 79 kDa 
für das native Enzym postuliert, bzw. 40 kDa pro Untereinheit (Rissom et al., 1999; Orlich, 
2000; Bönitz, 2001 und Laue, 2001). Der Bildungsort liegt wahrscheinlich in den Peroxiso-
men der Hefezellen. Als Donor von Reduktionsäquivalenten wird bei der Reaktion NADH + 
H+ als Cofaktor für die Reduktion benötigt. Das natürliche Substrat und damit auch die biolo-
gische Funktion sind noch unbekannt, eventuell spielt das Enzym eine Rolle im Fettsäureme-
tabolismus und/oder bei der NAD+-Regenerierung (Peters, 1993).  
 
Anhand von Untersuchungen verschiedener Substrate der CPCR wurde ein hypothetisches 
Modell der Substrat-Bindungsstelle entwickelt (Kula und Peters, 1993). Dieses Modell um-
fasst zwei hydrophobe Bindungsstellen, eine kleine Tasche, an die eine kleine Seitenkette wie 
eine Methylgruppe oder auch eine substituierte Methylgruppe binden kann und eine große 
hydrophobe Tasche. In diese können längere Alkyl-Ketten binden, sowie größere, sterisch 
anspruchsvolle Reste (siehe Abbildung 1). Über dieses Modell lässt sich das Substratspektrum 
der CPCR in gewissen Grenzen bereits abschätzen, sehr polare Substanzen und Verbindun-
gen, die keine Methyl-ähnliche Seitenkette besitzen, können nicht reduziert werden. 
 
 
 
 
 
1 Einleitung                                                                                                                                                  Seite      4
A
 
D
n
U
o
 
 
1
 
A
s
M
C
e
b
n
E
E
W
d 
R: Adenosin 
`
- diphosphatRibose
Cofaktor 
 Kleine Tasche  Große Bindungstasche 
5´-diphosphat Ribose 
si - Seite 
re - Seite
R 
R` 
O 
N
R
HH
CONH2
bbildung 1: Hypothetische Struktur der Substratbindungstasche der CPCR, in den Bindungstaschen am aktiven 
Zentrum wird das Keton gebunden und umgesetzt (Peters et al., 1993b) 
ie Substrat- und Cofaktorbindung erfolgt nach einem geordneten Bi-Bi-Mechanismus. Zu-
ächst erfolgt die Bindung des Cofaktors, gefolgt von der Bindung des Substrates. Nach der 
msetzung des Substrates verlässt zunächst das Produkt die Bindungsstelle, anschließend der 
xidierte Cofaktor (Peters et al., 1993b).  
                      
.4 Cofaktorregenerierung 
ufgrund der hohen Cofaktorkosten ist für eine wirtschaftliche Produktion von chiralen Sub-
tanzen mit Hilfe der CPCR eine Cofaktor-Regenerierung notwendig, so dass nur katalytische 
engen der Reduktionsäquivalente eingesetzt werden müssen. Für die Regenerierung des 
ofaktors gibt es verschiedene Möglichkeiten. Man unterscheidet zwischen biologischer,  
lektrochemischer, chemischer und photochemischer Methode (Chenault et al., 1988). Bei der 
iologischen Methode können ganze Zellen oder isolierte Biokatalysatoren zur Wiedergewin-
ung des Cofaktors eingesetzt werden. Das elektrochemische Verfahren setzt elektrische   
nergie, das photochemische Lichtenergie zur Regenerierung ein. Die chemische Cofaktor-
rneuerung nutzt zum Beispiel ein einfaches Reduktionsmittel wie Natriumdithionat für die 
iederherstellung von NAD(P)H + H+. Flavinmononukleotid (FMN) kann als Mediator für 
en Elektronentransfer zwischen Sauerstoff und Cofaktor verwendet werden, nachteilig ist 
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dabei vor allem die langsame Reaktionsgeschwindigkeit bei der Übertragung, wodurch hohe 
Konzentrationen des Mediators eingesetzt werden müssen. 
 
An ein Cofaktor-Regenerierungssystem, das industrielle Anwendung finden soll, werden ei-
nige Anforderungen gestellt: Neben einer hohen Reaktionsrate und hohem Umsatz müssen 
sowohl Enzym als auch Cofaktor im Reaktionsansatz stabil sein. Die Effizienz eines solchen 
Systems wird über die „Total Turnover Number“ (TTN) ermittelt, welche die Menge Produkt 
angibt, die mit Hilfe von 1 Mol Cofaktor produziert werden kann. Diese Wechselzahl spiegelt 
die Anzahl an Reaktionszyklen wider, wie häufig ein Cofaktor oxidiert und reduziert werden 
kann (Chenault und Whitesides, 1987). Damit das System wirtschaftlich ist, muss es in der 
Lage sein, den Cofaktor 103 – 105 mal zu regenerieren. Chemische Reduktionen führen nur zu 
geringen Wechselzahlen bis 100 und es kann durch das Reduktionsmittel zur Inaktivierung 
des Enzyms kommen. Die elektro- und photochemischen Methoden weisen nur eine geringe 
Regioselektivität auf (es kann zu einer Dimerisierung des Cofaktor kommen) und führen   
ebenfalls nur zu geringen Wechselzahlen. Ein zusätzliches Problem der elektrochemischen 
Regenerierung ist das Fouling der Elektroden durch Adsorption von Substanzen aus der Lö-
sung. Bei Reaktionen mit ganzen Zellen existiert ebenfalls das Problem von Nebenreaktionen 
und es können Substrat- oder Produktinhibierungen auftreten. Aus diesen Gründen werden 
vielfach enzymatische Verfahren mit isolierten Enzymen zur Cofaktor-Regenerierung einge-
setzt: Diese weisen hohe TTNs auf und setzen spezifisch den Cofaktor um, ohne Nebenreak-
tionen zu verursachen. 
 
Bei der enzymatischen Regenerierung des Cofaktors NADH + H+ haben sich vor allem zwei 
Strategien bewährt: 
 
1.) Bei der substratgekoppelten Regenerierung dient die Oxidoreduktase nicht nur der Sub-
strat-Reduktion, sondern oxidiert zusätzlich ein Cosubstrat. Bei dieser zweiten Reaktion 
wird der Redoxzustand des Cofaktors wiederhergestellt. Als Cosubstrat für Alkohol-
Dehydrogenasen können zum Beispiel Alkohole wie Ethanol oder Isopropanol im Über-
schuss dazugegeben werden, die dann in dem Maße oxidiert werden, wie das Substrat re-
duziert wird.  
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R1
OH
R2H
R1 R2
O
H3C CH3
O
CH3
OH
CH3H
NADH + H+  ADH    NAD+
 
 
Die Carbonyl-Reduktase aus C. parapsilosis besitzt eine relativ hohe Toleranz gegenüber 
Isopropanol und ist bei einer Konzentration von 2 % Isopropanol mit einer Inaktivierungsrate 
von 0,2 % pro Tag stabil genug, um eine substratgekoppelte Cofaktor-Regenerierung durch-
zuführen. Erst bei Konzentrationen über 10 % Isopropanol kommt es zu einer Inaktivierung 
des Enzyms (Peters, 1998). 
 
2.) Für die enzymgekoppelte Regenerierung wird ein weiteres Enzym mit seinem Substrat in 
den Reaktionsansatz gegeben. Die Oxidation dieses Substrates führt zur Reduktion des 
Cofaktors. Am häufigsten wird für diese Methode die Formiat-Dehydrogenase (FDH) aus 
Candida boidinii verwendet, die unter Reduktion von NAD+ aus Formiat CO2 bildet.  
 
 
ADH
FDH
R1
OH
R2H
R1 R2
O
NADH + H+            NAD+
HCOOHCO2
Die enzymgekoppelte Regenerierung mit Hilfe der Formiat-Dehydrogenase weist einige Vor-
teile gegenüber der substratgekoppelten auf (Orlich, 2000):  
- Erhöhte Reduktionsgeschwindigkeit, da Substrat und Co-Substrat nicht um dasselbe akti-
ve Zentrum eines Enzyms konkurrieren. 
- Formiat ist eine günstige Wasserstoffquelle und auch in hohen Konzentrationen in wässri-
ger Lösung stabil. 
- Co-Substrat und Co-Produkt haben keinen negativen Einfluss auf die Aktivität des En-
zyms, sofern das System gut gepuffert ist. 
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- Das Gleichgewicht liegt stark auf der Produktseite (CO2 und NADH + H+), da das CO2 in 
die Gasphase übergeht und dadurch dem Gleichgewicht entzogen wird. 
- Die Formiat-Dehydrogenase ist kommerziell erhältlich. 
 
Ein Nachteil liegt in der niedrigen spezifischen Aktivität der Formiat-Dehydrogenase, wo-
durch relativ hohe Proteinmengen und lange Reaktionszeiten nötig sind. Dennoch ist zur Re-
generierung von NADH + H+ das Formiat/FDH-System die ökonomischste Methode, wenn 
mit isolierten Enzymen gearbeitet wird (Van der Donk und Zhao, 2003). Die Formiat-
Dehydrogenase aus Candida boidinii wird heute in industriellem Maßstab bei der Degussa 
AG für die Cofaktorregenerierung bei der Produktion von L-tert-Leucin aus Trimethylpyruvat 
mit einer Leucin-Dehydrogenase eingesetzt.  
 
 
1.5 Einsatz nativer Dehydrogenasen in organischen Lösungsmitteln 
 
Der Einsatz von Biokatalysatoren nicht nur in rein wässrigen, sondern auch in organischen 
oder wässrig-organischen Lösungsmitteln bietet einige Vorteile gegenüber den herkömmli-
chen Medien. Dazu gehört vor allem die höhere Löslichkeit hydrophober Verbindungen, die 
als Bausteine für pharmazeutisch wirksame Verbindungen oder Feinchemikalien interessant 
sind, sowie die Möglichkeit, die Gleichgewichtslage hydrolytischer Reaktionen in Richtung 
der Synthesereaktion zu verschieben. Mikrobielle Kontaminationen treten in der Regel nicht 
auf, da Mikroorganismen in organischen Lösungsmitteln nicht lebensfähig sind. Viele uner-
wünschte Nebenreaktionen (z. B. Hydrolysen, Racemisierungen, Polymerisationen) sind was-
serabhängig und treten demzufolge in organischen Medien nicht auf. Die Verteilung von Sub-
strat und Produkt kann je nach verwendetem Lösungsmittel in Richtung der organischen Pha-
se verschoben werden, so dass Inhibierungen vermieden werden können. Ein weiterer Vorteil 
liegt in der vereinfachten Produktabtrennung, da Enzym und eventuelle Cofaktoren in der 
wässrigen Phase verbleiben. Das Lösungsmittel kann zu einer Veränderung der Substrat-, 
Chemo- Regio- und Stereoselektivität der Biokatalysatoren führen, so dass über die Wahl des 
Lösungsmittels die Reaktion beeinflusst werden kann. Von einigen Enzymen ist eine Erhö-
hung der Stabilität, vor allem der Thermostabilität bekannt (viele Denaturierungsmechanis-
men beruhen auf hydrolytischen Reaktionen). Dem gegenüber stehen auch Nachteile wie ge-
ringere katalytische Aktivitäten, die größere Mengen an Biokatalysator erfordern, sowie eine 
mögliche Deaktivierung sensitiver Biokatalysatoren durch das organische Lösungsmittel 
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(FABER, 2004). Diese Deaktivierung kann indirekt durch das Lösungsmittel hervorgerufen 
werden, indem dem Biokatalysator die Menge an Wasser entzogen wird, die er für seine Ak-
tivität bzw. die katalytische aktive Konformation benötigt. Dies ist vor allem bei Lösungsmit-
teln der Fall, die einen log P < 3 aufweisen (log P: Logarithmus des Verteilungskoeffizienten 
in einem Zwei-Phasen-System aus Octanol und Wasser). Dabei kann schon eine Hydrathülle 
für die Aktivität ausreichend sein (Zaks und Klibanow, 1988). Ein direkter Kontakt zu organi-
schen Molekülen kann zu einer Inhibierung oder Konformationsänderung führen, oder die 
Inaktivierung beruht auf dem Kontakt zur Grenzfläche zwischen den Lösungsmitteln, der zur 
Denaturierung der Enzyme führen kann (Ghatorae et al., 1994; Halling et al., 1998). 
 
Cofaktorabhängige Biokatalysatoren, wie Dehydrogenasen, wurden zunächst nur in wässrigen 
Systemen für Synthesen verwendet, vor allem da die Nicotinamid-Adenin-Dinukleotide sehr 
polare Moleküle sind und dadurch unlöslich in organischen Lösungsmitteln. Sie bleiben an 
den Biokatalysator gebunden und können nicht durch das Lösungsmittel diffundieren, können 
also lediglich substratgekoppelt regeneriert werden. Verschiedene Alkohol-Dehydrogenasen 
können direkt in einem organischen Lösungsmittel eingesetzt werden, sofern ausreichend 
Wasser zugefügt wird, um eine katalytisch wirksame Konformation zu erhalten. Dies wurde 
z.B. für die HLADH (Horse Liver Alcohol Dehydrogenase), die YADH (Yeast ADH) und die 
TbADH (Alkohol-Dehydrogenase aus Thermoanaerobium brockii) beschrieben (Deetz und 
Rozzell, 1988; Guinn et al., 1991; Snijder-Lambers et al., 1991; Jönnsson et al., 1999). Die 
am besten untersuchte ADH in nicht-wässrigen Medien ist die Pferdeleber Alkohol-
Dehydrogenase. Seit den 90er Jahren (Grunwald et al., 1986) wird die Aktivität und Stabilität 
der HLADH in organischen Lösungsmitteln verschiedener Hydrophobizität und Wassergehal-
te untersucht (Zaks und Klibanow, 1988; Guinn et al., 1991), nativ oder adsorptiv auf ver-
schiedene Träger gebunden (Deetz und Rozzell, 1988; Larsson, 1991 und Snijder-Lambers, 
1991) unter Regenerierung des Cofaktors mit Hilfe eines zweiten Substrates. Eine Erhöhung 
der Thermostabilität beim Einsatz in organischen Lösungsmitteln ist auch für verschiedene 
Alkohol-Dehydrogenasen dokumentiert, die mit steigender Hydrophobizität des Lösungsmit-
tels zunimmt (Miroliaei und Nemat-Gorgani, 2002). Die enzymatische Regenerierung mit 
Hilfe der Formiat-Dehydrogenase ist in organisch-wässrigen Systemen ebenfalls möglich, 
allerdings weist die FDH aus Candida boidinii nur eine geringe Stabilität in Gegenwart orga-
nischer Lösungsmittel auf (Gröger et al., 2003). 2002 wurde eine Mutante der FDH aus Can-
dida boidinii beschrieben, die eine höhere Stabilität in Zwei-Phasen-Systemen aufweist (Slu-
sarczyk et al., 2000; Gröger et al., 2003). Somit gehört die enzymatische Cofaktorregenerie-
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rung mit der Formiat-Dehydrogenase auch in organischen Lösungsmitteln mit zu der favori-
sierten Methode bei der Reduktion von NAD+ (Eckstein et al., 2004).   
 
Zunehmend werden wässrig-organische Zwei-Phasen-Systeme verwendet, bei denen die Pha-
sen übereinander geschichtet werden ohne sie zu vermischen (Gröger und Hummel, 2004; 
Gupta und Zimmer, 2005; Wandrey et al., 2003). Die Alkohol-Dehydrogenase aus Rhodococ-
cus erythropolis (ReADH) wurde bereits erfolgreich in einem Zwei-Phasen-System mit Hep-
tan als organischem Lösungsmittel zur Reduktion hydrophober Verbindungen eingesetzt 
(Gröger et al., 2003; Gröger et al., 2004b). Hier erfolgte die Regenerierung des Cofaktors mit 
Hilfe einer stabileren FDH-Mutante. 
 
 
1.6 Immobilisierung 
 
Das organische Lösungsmittel ist ein häufig eingesetztes Reaktionsmedium für chemische 
Synthesen, da dadurch Reaktionen mit hydrophoben, nicht-wasserlöslichen Substraten mög-
lich werden. Bei enzymatischen Reaktionen liegt sehr häufig ein Problem in der niedrigen 
Stabilität und Aktivität des nativen Biokatalysators in organischen Lösungsmitteln, da das 
natürliche Milieu vieler Enzyme wie der Alkohol-Dehydrogenasen wässrig ist. Somit kommt 
es vielfach sehr schnell zu einer Denaturierung durch das organisches Lösungsmittel (Keinan 
et al., 1984; Orlich, 2000; Gröger et al., 2003). Dem gegenüber steht die schwache Löslichkeit 
vieler Substrate und/oder Produkte in wässrigem Milieu, die den Einsatz in einem wässrigen 
System behindern. 
 
Es gibt verschiedene Ansätze, die Problematik der schlechten Löslichkeit vieler Substrate in 
wässrigem Milieu und die geringe Stabilität des Biokatalysators in organischem Medium zu 
umgehen: 
 
- Eine Erhöhung der Löslichkeit schwer wasserlöslicher Substrate ist durch den Einsatz von 
Cyclodextrinen möglich, die den Einsatz in einem wässrigen Milieu erlauben, aber die 
Stabilität mancher Enzyme, wie der Carbonyl-Reduktase  aus C. parapsilosis, nicht beein-
flussen (Zelinski und Kula, 1996; Zelinski et al., 1999). 
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- Eine Möglichkeit, die den Einsatz empfindlicher Enzyme in einem organischen Lösungs-
mittel erlaubt, ist der Einsatz von Mikroemulsionen, die durch ionische oder nichtionische 
Tenside stabilisiert werden können (Orlich und Schomaecker, 1999; Orlich, 2000).  
- Eine Erhöhung der Stabilität und auch der Aktivität der Alkohol-Dehydrogenase kann in 
hydrophoben Medien durch eine Immobilisierung erreicht werden. In einem Hydrogel 
zum Beispiel befindet sich das Enzym weiterhin in seiner natürlichen wässrigen Umge-
bung, die es vor dem Einfluss des Lösungsmittels schützt, aber die Reaktion schwer was-
serlöslicher Substrate ermöglicht (Ansorge-Schumacher et al., 2000).  
 
Durch die Einhüllung in Gele oder die Abtrennung mit Hilfe einer Membran (Kragl et al., 
1996; Kruse et al., 1996) ist nicht nur die Möglichkeit der Umsetzung hydrophober Substrate 
mit labilen Biokatalysatoren möglich, sondern sie bietet auch den Vorteil der Wiedergewin-
nung des Enzyms. Da die Enzymkosten häufig einen großen Teil der Prozesskosten ausma-
chen, werden durch die Erhöhung von Stabilität und Aktivität der Enzyme, aber auch durch 
die Möglichkeit ihres wiederholten Einsatzes, enzymatische Synthesen wirtschaftlicher. Wei-
tere positive Nebeneffekte der Immobilisierung sind die erhöhte Enzymdichte und damit die 
Verbesserung der volumetrischen Produktivität, eine einfache Trennung von Biokatalysator 
und Produkt und die Möglichkeit der kontinuierlichen Prozessführung. 
 
Es gibt verschiedene Verfahren zur Immobilisierung von Biokatalysatoren für den Einsatz in 
organischen Lösungsmitteln. Dazu gehört die Bindung der Enzyme an Trägerstoffe oder un-
tereinander unter Erhalt der katalytischen Aktivität, die Einhüllung in Polymere (künstliche 
oder natürliche Matrices), sowie die Abtrennung durch Membranen: es entstehen Mikrokap-
seln bzw. Membranreaktoren (Hartmeier, 1986). Sowohl die Matrixeinhüllung als auch die 
Membranabtrennung bieten einen entscheidenden Vorteil für Synthesen mit empfindlichen 
Biokatalysatoren, da durch die Einhüllung in ein Hydrogel oder die Abtrennung durch eine 
Membran das Enzym vor der Denaturierung durch das organische Lösungsmittel geschützt 
werden kann. In Enzymmembranreaktoren liegen Enzym und Cofaktor in der wässrigen Pha-
se vor, die durch eine mikroporöse, hydrophobe Membran von der organische Phase getrennt 
ist. Sie werden häufig bei Biokatalysen eingesetzt, wo der Cofaktor mit Hilfe der Formiat-
Dehydrogenase regeneriert wird, da die FDH nur eine geringe Stabilität in organischen Me-
dien aufweist. Die Leucin-Dehydrogenase (Wichmann und Wandrey, 1981) oder die ReADH 
(Kragl et al., 1996; Kruse et al, 1996) wurden zum Beispiel erfolgreich in Enzymmembranre-
aktoren eingesetzt. Allerdings sind Enzymmembranreaktoren technisch aufwendiger und le-
1 Einleitung                                                                                                                                                  Seite      11
diglich für kontinuierliche Synthesen geeignet. Ein weiterer Nachteil tritt bei Verwendung 
hydrophober Verbindungen auf: Hier sind nur niedrige Raum-Zeit-Ausbeuten zu erwarten 
(Gröger und Hummel, 2004). Der zusätzliche Einsatz von Löslichkeitsvermittlern wie DI-
MEB im Enzymmembranreaktor kann zu verbesserten Raum-Zeit-Ausbeuten führen (Laue et 
al., 2001), erhöht aber auch wiederum die Kosten des Prozesses.  
 
Hydrogele zeichnen sich durch einen hohen Wasseranteil aus und entstehen zumeist durch die 
Vernetzung von hydrophilen Monomeren oder auch Präpolymeren die eine Netzstruktur bil-
den, in die Biokatalysatormoleküle eingelagert werden können. Sie können in organischen 
Lösungsmitteln eingesetzt werden; es entstehen sogenannte gelstabilisierte Zwei-Phasen-
Systeme. Das umgebende Lösungsmittel dient dabei als Reservoir für hydrophobe Substrate, 
die in die Matrix diffundieren können, während das Produkt direkt aus dem Gel extrahiert 
wird. Für den Einschluss von Enzymen eignen sich sowohl künstliche als auch natürliche 
Matrices. Natürliche Materialen sind ungiftig und die Gelierungsmethoden meist sehr scho-
nend. Die einfachsten Methoden zur Gelbildung sind die ionotrope und die Kältegelierung. 
Die gebräuchlichste Methode zur Herstellung von Immobilisaten durch ionotrope Gelbildung 
ist das Eintropfen der zu gelierenden Lösung in ein wässriges Ionenbad. Dies hat jedoch bei 
Cofaktor-abhängigen Enzymen den Nachteil, dass es sehr schnell zur Auswaschung des Co-
faktors kommt (König, 1996). Polyvinylalkohol ist ein Beispiel für ein moderneres syntheti-
sches Polymer, das durch Kältegelierung ein Hydrogel bildet. Es ist kaum toxisch und deshalb 
auch für empfindliche Enzyme geeignet. Die Gelierung wässriger Polyvinylalkohol-Lösungen 
kann durch einen „Freeze and Thaw“-Mechanismus hervorgerufen werden, durch Einfrieren 
der Lösung und langsames Auftauen. Das Aushärten beruht auf der Ausbildung von Wasser-
stoffbrückenbindungen zwischen den Polymerketten (Prüsse, 2000), zwischen denen Biokata-
lysator und Cofaktor eingeschlossen werden können. Diese Methode ist für empfindliche En-
zyme besonders gut geeignet, da keine höheren Temperaturen als Raumtemperatur benötigt 
werden und der Biokatalysator nicht in Kontakt mit toxischen Monomeren kommt, wie es 
zum Beispiel bei der Herstellung von Polyacrylamid der Fall ist. Dieses entsteht durch radika-
lische Polymerisation von Acrylamid-Monomeren und bildet ein widerstandsfähiges Hydro-
gel, in welches Biokatalysatoren eingeschlossen werden können. Bei der Gelbildung kommt 
es bei vielen empfindlichen Biokatalysatoren zu einer Inaktivierung durch die Acrylamid-
Monomere, bzw. den Polymerisationsstarter TEMED. Bei der Immobilisierung einer Alko-
hol-Dehydrogenase aus Saccharomyces cerevisiae in 20 % Polyacrylamid konnte zum Bei-
spiel keine Restaktivität festgestellt werden (Johansson und Mosbach, 1974). 
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Eine weitere, sehr schonende Immobilisierungsmethode ist die Einhüllung von Biokatalysato-
ren in Funktionsgele. Diese Gele sind in der Lage, bei Veränderung der physikalischen Um-
gebungsbedingungen, wie z. B. der Temperatur oder des pH-Wertes, Flüssigkeit aufzunehmen 
bzw. abzugeben. Eine synthetische Hydrogelmatrix, basierend auf dem Polymer Polyacryla-
mid (Poly-N-Isopropylacrylamid = NIPA), besitzt eine temperaturabhängige Quellfähigkeit 
(Gotoh et al., 1998). Bei einer Temperatur von ca. 4 °C quillt das Gel und nimmt wässrige 
Umgebungslösung mit Enzym und Cofaktor auf. Bei hohen Temperaturen zieht sich das Gel 
zusammen und drückt Flüssigkeit mit inaktivierten Enzym- und Cofaktormolekülen heraus. 
Die Beladung des Hydrogels mit den Biokatalysatoren erfolgt dementsprechend nach dem 
vollständigen Auspolymerisieren, so dass es zu keinem Kontakt mit den inaktivierenden Gel-
Monomeren kommt. Ein zusätzlicher Vorteil liegt in der Wiederbeladbarkeit der Immobilisie-
rungsmatrix, was eine Verringerung von Material und Entsorgungskosten bedeutet, sowie 
eine Zeitersparnis, da die Wiederbeladung der Matrix direkt im System erfolgen kann. 
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Zielsetzung 
 
 
Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung der Carbonyl-Reduktase aus Candida parapsilo-
sis (CPCR) hinsichtlich ihrer Fähigkeit zur Synthese schwer wasserlöslicher Verbindungen 
nach Einhüllung in verschiedene Immobilisierungsmatrices, sowie die Optimierung einer ge-
eigneten Synthesereaktion. Als Matrix wurde zunächst Polyvinylalkohol ausgewählt, da die 
Polymerisation durch Kältegelierung eine für Biokatalysatoren recht schonende Methode ist 
und sich auch für cofaktorabhängige Enzyme eignet. Anschließend sollte die Immobilisierung 
in ein neuartiges Material auf Polyacrylamid-Basis erfolgen, welches durch Veränderung der 
Umgebungstemperatur Wasser aufnehmen bzw. abgeben kann. Dadurch ist eine Wiederbela-
dung der Hydrogelmatrix möglich, mit der wässrigen Phase können Enzym und Cofaktor auf-
genommen werden. Die Regenerierung des für die Reaktion benötigten Cofaktors NADH + 
H+ erfolgte enzymatisch und sollte sowohl substratgekoppelt mit Isopropanol als auch en-
zymgekoppelt mit Hilfe der Formiat-Dehydrogenase aus Candida boidinii (FDH) untersucht 
werden.  
 
Die benötigten Biokatalysatoren sollten durch Fermentation der Organismen und anschlie-
ßende Aufreinigung der Enzyme gewonnen und vorhandene Aufreinigungsmethoden opti-
miert werden. Die Reaktion der Biokatalysatoren sollte im Rahmen dieser Arbeit optimiert 
werden und der Einfluss der verschiedenen Parameter wie pH-Wert, Temperatur, Konzentra-
tion der Substrate und des Cofaktors auf die Aktivität, Stabilität und Stereoselektivität der 
nativen, wie der immobilisierten Enzyme untersucht werden, sowie der Einfluss des Lö-
sungsmittels. Als Ausgangssubstrat für die Optimierung der Reduktionsreaktion der Carbo-
nyl-Reduktase wurde Acetophenon gewählt, sowie das hydrophobe Derivat p-Bromo-
acetophenon. Dieses sollte als Beispiel für die hydrophobe Vorstufe einer pharmazeutisch 
wirksamen Substanz dienen. Die Umsetzung einer Auswahl von Substraten sollte im be-
schriebenen Reaktionssystem untersucht werden.  
 
Technisch einfache Systeme zur stereospezifischen Reduktion hydrophober Verbindungen 
sind für industrielle Anwendungen von Interesse. Hier sollte ein gel-stabilisiertes Zwei-
Phasen-System für diese Zwecke untersucht und optimiert werden. Die immobilisierten Bio-
katalysatoren sollten in einem organischen Lösungsmittel eingesetzt werden, welches als Sub-
strat-Reservoir dienen sollte. Die Umsetzung eines hydrophoben Derivates in diesem System 
sollte mit nativen Ein- bis Zwei-Phasen-Systemen verglichen werden. 
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Chemikalien 
 
Acetonitril  Merck (Darmstadt) 
Albumin Fraktion V  Merck (Darmstadt) 
Ammoniak  Merck (Darmstadt)  
Ammoniumsulfat  Riedel-deHaen (Seelze) 
BIO-RAD Protein Assay  Bio-Rad Laboratories GmbH (München) 
Calciumchlorid-Dihydrat  Merck (Darmstadt) 
DTT (Dithiothreitol) Roth (Karlsruhe) 
Glucose-Monohydrat (Roferose ST) Roquette GmbH (Frankfurt) 
Hefeextrakt OHLY (Hamburg) 
Heptakis(2,6-di-O-methyl)-ß-Cyclodextrin Sigma-Aldrich (Taufkirchen) 
n-Hexan Merck (Darmstadt) 
2,5-Hexandion Merck-Schuchardt (Hohenbrunn) 
IPTG (ß-D-Isopropylthiogalactosid) Roth (Karlsruhe) 
LiquAcrylTM Premixed Acrylamide solution ICN Biomedicals (Aurora, Ohio) 
Mark 12TM Wide Range Protein Standard Novex (San Diego, California) 
Native Sample Buffer Bio-Rad Laboratories GmbH (München) 
Natriumchlorid Merck (Darmstadt) 
Pefabloc®SC Merck (Darmstadt) 
Pepton Roth (Karlsruhe) 
Phosphorsäure Merck (Darmstadt) 
PLURAFAC (Antischaummittel) BASF (Ludwigshafen) 
PMSF (Phenylmethansulfonylfluorid) AppliChem (Darmstadt) 
2-Propanol Merck (Darmstadt) 
Roti®Load1 4 x konz. Roth (Karlsruhe) 
SeeBlueTM Pre-stained Standards Novex (San Diego, CA) 
Silikonöl Drawin (Wacker-Chemie, München) 
TEA (Triethanolamin) Roth (Karlsruhe) 
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Die Chemikalien, die hier nicht explizit aufgelistet wurden, wurden von der Firma Fluka 
(Neu-Ulm) bezogen. 
 
Alle Substrate der Carbonyl-Reduktase wurden von Aldrich (Taufkirchen), Fluka (Neu-Ulm), 
Lancaster (Frankfurt a. M.) oder Merck (Darmstadt) bezogen und waren von der höchsten zu 
erhaltenden Qualität. 
 
 
2.2 Enzyme und Cofaktor 
 
Alkohol-Dehydrogenase aus Candida parapsilosis (CPCR) 
Die verwendete Carbonyl-Reduktase (Alkohol: NAD Oxidoreduktase, EC 1.1.1.1) wurde aus  
Candida parapsilosis DSM 70125 (aus der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen, DSMZ, Braunschweig) isoliert und aufgereinigt. Das resultierende, zur Immobi-
lisierung verwendete Lyophilisat besaß eine spezifische Aktivität von durchschnittlich 1,95 U 
mg-1, bezogen auf das Standardsubstrat Acetylbuttersäureethylester (ABEE). 
 
Formiat-Dehydrogenase aus Candida boidinii (FDH) 
Die eingesetzte FDH (Formiat: NAD Oxidoreduktase, EC 1.2.1.2) wurde aus dem rekombi-
nanten E. coli Stamm JM 101, mit dem Plasmid pBTac-FDH, isoliert und aufgereinigt und 
mit 50 % Glycerin bei – 20 °C gelagert. Sie besaß eine spezifische Aktivität von  durch-
schnittlich 1,8 U mg-1.       
 
Cofaktoren 
NAD+ (ß-Nicotinamid Adenin Dinucleotid) wurde von der Firma Fluka (Neu Ulm) bezogen, 
der reduzierte Cofaktor NADH + H+ (ß-Nicotinamid Adenin Dinucleotid, reduziertes Di-
Natrium-Salz; >99,5%), von Jülich Fine Chemicals (Jülich). 
 
 
2.3 Puffertabelle 
 
- Aufschlusspuffer:                    100 mM TEA, pH 7,5 
                                                       1 mM DTT 
                                                       1 mM PMSF 
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- PEG-Lösung:                           Aufschlusspuffer 
                                                       50 % PEG 4000 
 
- TEA-Puffer:                             100 mM TEA,  pH 7, bzw. pH 7,5  
 
- Säulenpuffer CPCR:                20 mM TEA, pH 7,5 
                                                       5 % Isopropanol 
                                                       1 mM DTT 
 
- Elutionspuffer CPCR:              20 mM TEA, pH 7,5 
                                                       5 % Isopropanol 
                                                       1 mM DTT 
                                                       1 M NaCl 
 
- Kaliumphosphatpuffer (KPi):  100 mM, pH 7,5 
 
- Säulenpuffer FDH:                   10 mM KPi, pH 7,5 
 
- Elutionspuffer FDH:                10 mM KPi, pH 7,5 
                                                       1 M NaCl 
 
- Elektrophorese-Puffer              192 mM Glycin (14,4 g L-1) 
                                                        25 mM TRIS (3 g) 
                                                        0,1 % SDS (w/v)  
   pH 8,8 
 
 
2.4 Geräte 
 
Biostat®B-Fermenter (5-L) B. Braun Biotech International (Melsungen) 
Dispermat SL-C-12 (Perlmühle) VMA-Getzmann GmbH (Reichshof) 
Elektrophorese-Gelkammer Bio-Rad Laboratories GmbH (München) 
FPLC (LKB-Controller, LCC-501 Plus) Pharmacia (Uppsala, S) 
Gaschromatograph (HP 5890 Series II) Hewlett Packard (Walbronn) 
2 Material und Methoden                                                                                                                             Seite  
 
17
Gefriertrockner Schrader (Friedland) 
HPLC Beckmann Coulter System Gold (München) 
Laborschüttler IKA®-Werke GmbH & CO. KG (Staufen) 
Microplate Reader Spectramax Plus 340 Molecular Devices (Ismaning/München) 
Mikroskop (DM RB) Leitz (Wetzlar) 
OTR-Messanlage (RAMOS) Lehrstuhl für Bioverfahrenstechnik (Aachen) 
Schwingmühle MM200 Retsch (Haan) 
Spektrophotometer DU®Series Beckmann (Fullerton, CA) 
Tischzentrifuge (GS-15R-Zentrifuge) Beckmann (München) 
Überkopfschüttler RK 10-VS Heto Lab Equibment (Allerod, DK) 
Ultrafiltrationssystem Vivacell 250 ml Vivascience, Sartorius group (Göttingen) 
Ultraschallgerät (Sonopuls HD 200  Bandelin  Elektronik (Berlin) 
       mit Mikrospitze MS73)  
Vivaspin-Konzentrator  Vivascience, Sartorius group (Göttingen) 
Zentrifuge (Sorvale®RC5B-Refrigerated  Du Pont Instruments (Bad Homburg) 
       Superspeed Centrifuge) 
 
Chromatographie-Säulen: 
Anionenaustausch: Macro Prep High Q BIO-RAD (München) 
Entsalzen:               HiPrep 26/10 Amersham Pharmacia (Uppsala, S) 
 
Reaktor und –Zubehör: 
1-L-Glasreaktor (mit Heizmantel und  HWS-Labortechnik (Mainz) 
 Bodenablaufventil) 
Rückflusskühler HWS-Labortechnik (Mainz) 
Rührmotor Janke & Kunkel GmbH & Co.KG-IKA-Werk 
(Staufen) 
CO2-Sensor madlRCO1P Kirsten Controlsystems GmbH (Tamm) 
Kühl-Aggregat  F20 Julabo (Seelbach) 
Pumpe M5 (LEWA Lab) Herbert Ott AG (Reinach, CH) 
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2.5 Analytik 
 
2.5.1 Enzym 
 
Proteinquantifizierung: 
Der quantitative Protein-Nachweis erfolgte am Spektralphotometer mit der Proteinbestim-
mungsmethode nach Bradford (Bradford, 1976). Diese beruht auf der Coomassieblau-
Farbstoffbindungsmethode: bei der Bindung des Farbstoffs an ein Protein kommt es zu einer 
Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465 nm nach 595 nm. Der Komplex aus Farb-
stoff und Protein hat sich nach 2 Minuten ausgebildet und ist für eine Stunde stabil in Lösung. 
Gemessen wird die Erhöhung der Extinktion bei 595 nm. 
 
Zur Proteinbestimmung wurden 200 µL Bio-Rad-Reagenz mit 800 µL Proteinlösung ver-
mischt. Da die Absorption proportional zur Proteinmenge ist, kann über eine Kalibrationsge-
rade die Konzentration der Proteinlösung bestimmt werden. Die Kalibration wird durch die 
Messung von Standard-Lösungen definierter Proteinkonzentration erstellt, die Absorption ist 
im Bereich zwischen 1 und 20 mg Protein pro mL Probelösung linear. Als Standard-Protein 
wurde Rinderserumalbumin (Albumin Fraktion V) verwendet. Alternativ wurde für den 
Nachweis geringerer Proteinkonzentrationen ein Mikrotiterplatten-Assay durchgeführt. Dazu 
wurde die Farbstofflösung 1:5 mit deionisiertem Wasser verdünnt und Proteinstandards in 
einem Konzentrationsbereich zwischen 0,05 und 0,5 mg mL-1 erstellt. In einem Dreifach-
Ansatz wurden jeweils 200 µL der verdünnten Bio-Rad-Lösung mit 10 µL der Proteinlösun-
gen vermischt und nach 20 bis 30 Minuten die Extinktion bei 595 nm bestimmt. 
 
 
Enzym-Aktivitätstests: 
 
1. Aktivitätstest der Carbonyl-Reduktase: 
Die Bestimmung der Aktivität in wässrigen Medien erfolgte spektralphotometrisch über den 
Verbrauch des Cofaktors NADH + H+. Als Substrat wurde Acetylbuttersäureethylester      
(ABEE) verwendet, das unter Oxidation des Cofaktors reduziert wird. Der Verbrauch des 
Cofaktors wird bei 340 nm verfolgt und zur Berechnung der Aktivität der CPCR verwendet. 
Eine Messung erfolgte jeweils über die Dauer einer Minute. 1 Unit reduziert 1 µmol einer 8 
mM Lösung ABEE bei pH 7,0 und 37 °C. 
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Standardenzymtest:  880 µL Puffer (100 mM TEA, pH 7) 
                                 100 µL ABEE-Lösung (80 mM in TEA-Puffer) 
                                 10 µL NADH-Lösung (25 mM in TEA-Puffer) 
                                 10 µL CPCR-Lösung 
 
Die volumetrische Aktivität der CPCR wurde über Gleichung (1) berechnet: 
 
Vol. Aktivität 
dεV
dA/dtV
pip
ges
⋅⋅
⋅=       [U mL-1]            (1) 
 
Vges:          Gesamtvolumen [µL] 
dA/dt:       Abnahme der Extinktion pro Minute [min-1] 
Vpip:          eingesetzte Enzymlösung [µL] 
ε:               NADH + H+-Extinktionskoeffizient [6,22 L mmol-1 cm-1] 
d:               Dicke der Küvette [1 cm],  
                  bzw. Schichtdicke in der Mikrotiterplatte [0,26 cm bei 100 µL Volumen] 
 
Die spezifische Aktivität berechnet sich wie folgt (Gleichung 2): 
 
Spez. Aktivität 
z.Proteinkon
Aktivität vol.=       [U mg-1]          (2) 
 
Um eine große Anzahl an Proben, wie sie z. B. bei der Anionenaustauschchromatographie 
auftreten, auf Aktivität untersuchen zu können, wurde ein optimierter Aktivitätstest in der 
Mikrotiterplatte entwickelt, bei dem auch geringere Aktivitäten detektiert werden können. Die 
Untersuchung des Substratspektrums erfolgte ebenfalls in der Mikrotiterplatte, mit 80 µL ei-
ner 10 mM Substratlösung.  
 
Mikrotiter-Ansatz:  80 µL ABEE-Lösung (100 mM in TEA-Puffer, pH 7) 
                                10 µL NADH- Lösung (25 mM in TEA-Puffer) 
                                10 µL CPCR-Lösung 
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2. Colorimetrischer Aktivitätstest der CPCR: 
Der colorimetrische Aktivitätstest wurde mit nativen Proteingelen durchgeführt, um Aktivität 
zur NAD+-Reduktion in den Proteinbanden sichtbar zu machen. Das bei der Oxidation von 
(S)-1-Phenylethanol reduzierte NADH überträgt dabei die Elektronen auf Phenazinmethosul-
fat, welches den Leukofarbstoff Iodnitrotetrazoliumviolett zum unlöslichen, roten Formazan 
umsetzt (Blaich, 1987; Peters, 1993). Die Bande, in der das Protein mit der entsprechenden 
Aktivität lokalisiert ist, färbt sich dunkelrot. 
 
Aktivitätsfärbung: 100 mM TEA, pH 7 
                               30 mM (S)-1-Phenylethanol 
                               0,1 mM NAD+ 
                               0,2 mg mL-1 Phenazinmethosulfat 
                               0,5 mg mL-1 Iodnitrotetrazoliumviolett 
 
Gele wurden nach der nativen Gelelektrophorese für 5-10 Minuten im Dunkeln in der Lösung 
inkubiert. 
 
3. Aktivitätstest der Formiat-Dehydrogenase: 
Der Aktivitätsnachweis in wässrigem Medium erfolgte über die Reduktion des Cofaktors 
NAD+, die Bildung von NADH + H+ wurde spektralphotometrisch bei 340 nm über den Zeit-
raum von 1 Minute verfolgt. Als Substrat diente Na-Formiat, die Messung erfolgte bei 30 °C. 
Ein Unit entspricht der Enzymkonzentration, die in einer Minute 1 µmol Substrat umsetzt. 
 
Standardenzymtest:   750 µL Puffer (100 mM KPi, pH 7,5) 
                                   250 µL Na-Formiat-Lösung (1 M in KPi-Puffer) 
                                   1,13 mg NAD+ (1,7 mM) 
                                   33 µL FDH-Lösung 
 
Der Berechnung der volumetrischen und der spezifischen Aktivität erfolgte analog zu den 
Berechnungen der Aktivität der Carbonyl-Reduktase, der Faktor dA min-1 bezog sich auf die 
Zunahme der Aktivität pro Minute. 
 
 
2 Material und Methoden                                                                                                                             Seite  
 
21
2.5.2 Substrate und Produkte 
 
Der Nachweis von Glycerin, das als Substrat bei der Fermentation eingesetzt wurde, erfolgte 
an der HPLC mit folgenden Betriebsparametern: 
 
Vorsäule Organic Acid Resin, Chromatogaphy Services, 40 x 8 mm  
Säule Organic Acid Resin, Chromatogaphy Services, 300 x 8 mm 
Detektor RI (Refraktometer) 
Laufmittel 2 mM H2SO4 
Temperatur 30 °C 
Durchflussrate 0,6 mL min-1 
 
Der Nachweis der für die Carbonyl-Reduktase eingesetzten Substrate und gebildeten Produkte 
erfolgte gaschromatographisch (Nachweis im Lösungsmittel Hexan), bzw. via HPLC (im 
wässrigen System). Als interner Standard im GC diente Dekan; es wurden folgende Betriebs-
parameter am Gaschromatographen gewählt: 
 
Säule FS-FFAP-CB-0,25  
Säulenlänge 25 m 
Innendurchmesser 0,25 mm 
Detektor FID (Flammenionisationsdetektor) 
Split 1:50 
Druck 60 kPa 
Trägergas Stickstoff 
Injektortemperatur 220 °C 
Detektortemperatur 220 °C 
 
Temperaturprogramm:  Anfangstemperatur:     40 °C für 4 Minuten 
                                       Temperaturerhöhung:  20 °C pro Minute bis 100 °C 
  30 °C pro Minute bis 180 °C 
                                      Endtemperatur:            180 °C für 7 Minuten 
 
Dauer: 16,7 Minuten 
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Retentionszeiten:          Hexan                     1,2 – 1,5 min 
Aceton                     1,6 min 
Isopropanol       2,2 min 
Dekan                      2,9 min 
Acetophenon       10,1 min 
Phenylethanol          11,0  min 
 
 p-Bromoacetophenon 12,8 min 
                                     1-p-Bromophenylethanol      15,9 min 
 
Stereoselektive Synthesen wurden mit Hilfe einer chiralen Säule auf ihre Enantiomerenrein-
heit untersucht, dazu wurden folgende Parameter eingestellt: 
 
Säule FS-Cyclodex-beta-I/P Kapillarsäule  
Säulenlänge 25 m 
Innendurchmesser 0,25 mm 
Detektor FID 
Split 1:30 
Druck 100 kPa 
Trägergas Stickstoff 
Injektortemperatur 200 °C 
Detektortemperatur 220 °C 
 
Temperaturprogramm:  Anfangstemperatur:      100 °C für 3 Minuten 
                                      Temperaturerhöhung:    30 °C pro Minute bis 150 °C 
                                      Endtemperatur:              150 °C für 4 Minuten 
Dauer eines Laufes:      8,7 Minuten 
Acetophenon                 7 min                           (S)-1-Phenylethanol                8,1 min 
 
Für den Nachweis der verschiedenen Substrate der Carbonyl-Reduktase aus C. parapsilosis 
wurde die Dauer der Endtemperatur des Standard-Temperaturprogrammes variiert, Anfangs-
temperatur und die Erhöhung der Temperatur pro Minute wurde konstant gehalten, damit sich 
die Retentionszeit des internen Standards nicht verändert. 
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p-Bromoacetophenon 15,5 min        (S)-1-p-Bromophenylethanol 20,8 min 
m-Chloroacetophenon 10,7 min (S)-1-(m-Chlorophenyl)ethanol 15,7 min        
p-Chloroacetophenon 12,0 min (S)-1-(p-Chlorophenyl)ethanol 15,5 min 
p-Fluoroacetophenon 6,7 min (S)-1-(p-Fluorophenyl)ethanol 8,5 min 
p-Iodoacetophenon 21,9 min (S)-1-(p-Iodophenyl)ethanol 29,9 min 
 
Die Enantiomerenreinheit wurde über den Enantiomerenüberschuss (ee: enantiomeric excess) 
charakterisiert, der sich über folgende Formel (3) berechnen lässt: 
 
[B][A]
[B][A]ee +
−=             (3) 
 
Beispiel: [A] = Konzentration (S)-Phenylethanol 
               [B] = Konzentration (R)-Phenylethanol 
 
Für ein Racemat wird der Enantiomerenüberschuss als 0 definiert, für eine enantiomerenreine 
Substanz als 1 (100 %). 
 
Die Umsetzung von Acetophenon bzw. p-Bromoacetophenon sowie deren Produktbildung in 
einem wässrigen bzw. wässrig-organischen System erfolgte ebenfalls mit Hilfe der HPLC 
unter folgenden Bedingungen:  
 
Säule Nucleosil 100/5C18, Chromatogaphy Services, 250 x 4 mm 
Detektor UV-Detektor 166 (Beckmann Coulter) 
Laufmittel 40 % Acetonitril, 60 % Phosphorsäure pH 4 
Temperatur 40 °C 
Durchflussrate 0,6 mL min-1 
Injektionsvolumen 20 µL  
Wellenlänge 220 nm (Acetophenon, Phenylethanol) 
195 nm (p-Bromoacetophenon, p-Bromophenylethanol) 
210 nm (m-Chloroacetophenon, m-Chlorophenylethanol) 
 
 
 
2 Material und Methoden                                                                                                                             Seite  
 
24
Retentionszeiten:   Phenylethanol                   10,3  min 
Acetophenon                     14,2 min 
p-Bromophenylethanol 18,2 min 
p-Bromoacetophenon 26,8 min 
m-Chlorophenylethanol 17,4 min 
m-Chloroacetophenon 26,9 min 
 
 
2.6 Bereitstellung und Charakterisierung der CPCR 
 
2.6.1 Fermentation und Aufreinigung der CPCR 
 
Stammhaltung: 
Die Hefezellen von Candida parapsilosis wurden in einer Kryokultur bei – 70 °C gelagert, 
dazu wurden Aliquots aus der logarithmischen Wachstumsphase einer Kultur entnommen, mit 
5 % sterilem DMSO versetzt und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Vor der Anzucht der 
Zellen wurden diese zunächst auf sterilen Agarplatten folgender Zusammensetzung kultiviert: 
 
3 g L-1 Hefeextrakt 
3 g L-1 Malzextrakt 
5 g L-1 Pepton 
10 g L-1 Glucose 
15 g L-1 Agar 
 
Fermentation: 
Die Bildung der Carbonyl-Reduktase erfolgt laut Peters et al. (1993) in der exponentiellen 
Wachstumsphase und erreicht gegen Ende der exponentiellen, bzw. beim Übergang in die 
stationäre Phase ein Maximum. Untersucht wurde die Anzucht der Hefezellen und die En-
zymbildung in Schüttelkolben sowie in 5-L-Fermentern als batch und fed-batch Fermentatio-
nen; bei den zuletzt genannten wurden die Hefezellen zunächst ansatzweise kultiviert und 
nach Verbrauch der C-Quelle die Substratzudosierung gestartet. 
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Vorkulturmedium: 0,3 % (w/v) Hefeextrakt 
                               0,3 % (w/v) Malzextrakt 
                               0,5 % (w/v) Pepton 
                               1,0 % (w/v) Glucose 
 
Die Vorkultur wurde 20 – 24 Stunden bei 30 °C als Schüttelkultur inkubiert. Mit einer zwei-
ten Vorkultur, die ebenfalls ca. 20 Stunden gewachsen war, erfolgte das Beimpfen des Fer-
menters; es wurde mit 4 % (v/v) Vorkultur angeimpft. Fed-batch-Fermentationen wurden mit 
90 % des Füllvolumens gestartet und ca. 5 % der konzentrierten Substratlösung zugefüttert. 
 
Tabelle 1 gibt die Substanzen und ihre entsprechenden Konzentrationen an, mit denen wäh-
rend der Fermentationen gearbeitet wurde. 
 
Tabelle 1: Zusammensetzung des Fermentationsmediums und der Substratlösung   
 Medium Substrat-Lösung 
Glycerin 2 % (w/v) 20 % (w/v) 
Hefeextrakt 1 % (w/v) 1 % (w/v) 
Di-Natriumhydrogenphosphat 0,1 % (w/v) 0,1 % (w/v) 
Kalium-di-hydrogenphosphat 0,1 % (w/v) 0,1 % (w/v) 
Ammoniumsulfat 0,12 % (w/v) 0,12 % (w/v) 
Antischaummittel 0,01 % (v/v) 0,01 % (v/v) 
 
Der pH-Wert wurde mit konzentrierter Phosphorsäure auf pH 4,5 titriert. 
 
Für die Fermentation im 5–L-Fermenter wurden folgenden Betriebsparameter gewählt: 
 
-  Temperatur:                      30 °C 
-  pH-Wert: Der pH-Wert des Mediums wurde mit 1 M Ammoniak-Lösung        
bzw. 1 M Phosphorsäure bei pH 4,5 gehalten. 
-  Luftzufuhr:                       1 vvm 
- Sauerstoffkonzentration: Der Sauerstoffpartialdruck wurde auf 60 % (Minimum: 20 %)   
eingestellt und über die Rührergeschwindigkeit reguliert.  
 
Die Zellanzucht im 5-L-Schüttelkolben mit bzw. ohne Schikanen erfolgte mit 1 oder 2 L Me-
dium ebenfalls bei 30 °C, dabei wurde mit einer Schüttelfrequenz von 100 Upm gearbeitet. 
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Der Abbruch der ansatzweisen Fermentation erfolgte bei Erreichen der stationären Phase nach 
20 bis 24  Stunden. Stündlich gezogene Proben wurden auf ihre optische Dichte und ihren 
Glyceringehalt untersucht. Die Bestimmung der Glycerinkonzentration erfolgte bei geeigneter 
Verdünnung durch HPLC, wie unter 2.5.2 beschrieben. Nach Abbruch der Fermentation wur-
den die Zellen bei 4 °C für 15 Minuten bei 6000 rpm abzentrifugiert und mit Wasser gewa-
schen. Anschließend wurden sie eingefroren und bei –20 °C gelagert. 
 
Zellaufschluss: 
Das Aufbrechen der Hefezellen zur Freisetzung des gewünschten Enzyms erfolgte mecha-
nisch durch Nassvermahlen in einer Kugelmühle. Die eingesetzten Glasperlen hatten einen 
Durchmesser von 0,5 mm. Bei kleinen Volumina wurde ein diskontinuierlicher Aufschluss 
durchgeführt; die Zellmasse wurde im 3-fachen Volumen Aufschlusspuffer resuspendiert und 
die Zellen in einem gekühlten Mahlkörper aufgeschlossen. Das Mahlkörpervolumen betrug 
das Doppelte der Zellsuspension, der Aufschluss erfolgte jeweils 2 mal für 6 Minuten mit 
einer Frequenz von f = 20 s-1, während der 5 Minuten Pause erfolgte eine Kühlung der Probe 
auf 4 °C.  
 
Größere Zellmengen wurden kontinuierlich aufgeschlossen, der Mahlkörper wurde durch ein 
externes Kühlsystem gekühlt (die Temperatur der Kühlflüssigkeit betrug ca. –20 °C). Es wur-
den 40 %ige Zellsuspensionen mit einer Drehzahl von 2.000 rpm aufgeschlossen, die Mahl-
gutmenge betrug 200 bis 400 ml, die mit einer Pumpenförderleistung von 55 % durch die 
Mahlkammer gepumpt wurde. Die Dauer des Mahlvorgangs betrug ca. 16,5 Minuten, dann 
wurde der Aufschluss mikroskopisch kontrolliert. Die Anfangstemperatur betrug  2-4 °C und 
stieg während des Aufschlusses an. Erhöhte sich die Temperatur auf 16 °C, wurde der Mahl-
vorgang unterbrochen, bis wieder eine niedrigere Temperatur (maximal 10 °C) erreicht wur-
de. Der Aufschluss wurde mikroskopisch kontrolliert; anschließend wurden Glasperlen und 
Zelltrümmer für 20 Minuten bei 10.000 rpm abzentrifugiert und der Überstand mit PMSF 
versetzt. 
 
PEG-Fällung:  
Die gesamte Fällungsreaktion wurde bei 4 °C in einem Eisbad bzw. in einer gekühlten Zentri-
fuge durchgeführt. Das Zellhomogenat wurde mit einer 50 % Polyethylenglykol-Lösung 
(PEG 4000) langsam und unter ständigem Rühren auf eine Konzentration von 2,5 % PEG 
eingestellt. Nach 30 Minuten Rühren wurde die Suspension für ebenfalls 30 Minuten bei 
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7.000 g zentrifugiert. Der Überstand wurde abgezogen, mit PMSF versetzt, und nach 
Bestimmen des Volumens unter Rühren auf eine PEG-Endkonzentration von 17 % gebracht. 
Die Berechnung des Volumens der Polyethylenglykol-Lösung für die zweite Fällungsstufe 
erfolgte über folgende Formel:  
 
17,0)xy(5,0x)025,0y( ⋅+=⋅+⋅             (4)                      
 
y :            Überstand nach 1. PEG-Fällung 
x:             Volumen benötigter PEG-Lösung für den zweiten Fällungsschritt 
 
Nach 30 Minuten erfolgte eine Zentrifugation bei 8000 g für 3 Minuten. Der Überstand wurde 
nach negativ verlaufenem Enzymtest verworfen. Das Pellet wurde in Puffer gelöst und nach 
erfolgtem Enzym-Aktivitätstest in einen Rundkolben gefüllt und lyophilisiert oder direkt in 
der Anionenaustauschchromatographie eingesetzt. Das Lyophilisat wurde bei –20 °C gelagert. 
 
Anionenaustauschchromatographie: 
Das hier für die chromatographische Aufreinigung eingesetzte Material (MacroPrep High Q) 
ist ein starker Anionenaustauscher aus den Copolymer-Kugeln Methacrylat mit quaternären 
Ammoniumionen als funktioneller Gruppe. Die Veränderung der Säulenbedingungen zur Elu-
tion der adsorbierten Moleküle wurde durch Mischen von zwei Puffern mit unterschiedlicher 
Salzkonzentration in einem Stufengradienten erreicht; die Chromatographiesäule wurde wäh-
rend der Aufreinigung auf 4 – 10 °C gekühlt. Die erste Elution erfolgte bei einer Salzkonzent-
ration von 92 mM Natriumchlorid zum Ablösen nur schwach ionischer Proteine, die CPCR 
wurde bei einer Salzkonzentration von 260 mM eluiert. Das Volumen der aufzureinigenden 
Probe betrug zunächst 12 mL, wurde dann aber im Verlauf des Scale up auf eine größere Säu-
le auf 27 mL erhöht. 
 
Die Flussraten der einzelnen Schritte wurden wie folgt eingestellt: 
Äquilibrierung:     1,0 mL min-1, 1 Säulenvolumen  
                              (bzw.  zunächst 8 mL min-1, 3 Säulenvolumen, sofern vorher ein anderer  
                              Puffer verwendet wurde) 
Beladung:              1,0 mL min-1, 2 Schlaufenvolumen 
Waschen:               8,0 mL min-1, 3 Säulenvolumen 
Elution:                  2,0 mL min-1, 1,5 Säulenvolumen 
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Waschen/Elution:  8,0 mL min-1, 1,5 Säulenvolumen 
Äquilibrierung:      8,0 mL min-1, 1,5 Säulenvolumen 
 
Das Säulenvolumen betrug 75 mL bei geringen Proteinmengen und ca. 480 mL für die Auf-
reinigung in größerem Maßstab, bei der die Fraktionsgröße von 6 auf 10 mL erhöht wurde. 
Die Eluate wurden auf Aktivität zur Ketonreduktion untersucht und die aktiven Fraktionen 
vereinigt. Je nach Verdünnung der Proben wurden diese direkt lyophilisiert oder zunächst 
einer Ultrafiltration unterworfen; dies war vor allem bei der Aufreinigung größerer Volumina 
notwendig. 
 
Ultrafiltration: 
Vor der ersten Verwendung einer Ultrafiltrationsmembran wurde diese zunächst mit filtrier-
tem Wasser durchspült und für 30 Minuten in einer 5 %igen PEG 4000-Lösung inkubiert, um 
die Präzipitation von Proteinen an der Membranoberfläche zu vermeiden. Es wurde eine 
Membran mit einer Porengröße von 30 kDa gewählt. Die Ultrafiltration erfolgte bei 4 °C un-
ter leichtem Schütteln auf einem Laborschüttler, um das Zusetzen der Membranporen zu ver-
hindern; es wurde bei einem Druck von 3 – 3,2 bar gearbeitet. Das Retentat wurde nach der 
Einengung auf das gewünschte Volumen auf Aktivität untersucht und lyophilisiert, das Filtrat 
wurde nach negativ verlaufenem Aktivitätstest verworfen. 
 
 
2.6.2 Protein-Analyse 
 
Um die Qualität des Präparates nach der Aufreinigung zu überprüfen und Vergleiche zum 
kommerziell erhältlichen Enzympräparat der Firma Jülich Fine Chemicals ziehen zu können, 
wurde eine diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese durchgeführt. Die Auftrennung der 
Proteine erfolgte in einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli (1970). Dazu wur-
den 10 %ige Polyacrylamid-Gele in einer Größe von 100 x 80 x 0,75 mm hergestellt, die 
Trenngele wurden zunächst mit Isopropanol überschichtet, um ein Austrocknen der Gele zu 
vermeiden und um die Ausbildung einer glatten Grenzschicht zu gewährleisten. Nach erfolg-
ter Polymerisation wurde das Isopropanol abgezogen, die Probenkämme eingehängt und 5 
%ige Sammelgele gegossen. Die zu analysierenden Proben wurden 1:1 mit Roati®-Load1-
Probenpuffer (4x) vermischt und einer fünfminütigen Hitzedenaturierung unterworfen. Nach 
Abkühlen der Proben auf 4 °C wurden jeweils 20 µL in die Probentaschen pipettiert. Die Auf-
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trennung erfolgte bei einer konstant eingestellten Spannung von 100 V für 1–1,5 Stunden. Zur 
Größenabschätzung der resultierenden Proteinbanden wurde ein Standard-Proteinmarker 
(Mark12TM Wide Range Protein Standard) mitlaufen lassen, zudem die Standard-Proteine 
BSA (Bovine Serum Albumin, Molekulargewicht: ca. 66 kDa) und Ei-Albumin (Molekular-
gewicht: ca. 40 kDa). 
 
Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden die Gele mit Coomassie Bril-
liant Blue-Färbelösung eingefärbt (mindestens 20 Minuten) und anschließend der nicht ge-
bundene Farbstoff mit Entfärber entfernt. Alternativ wurde eine Silberfärbung der Gele 
durchgeführt. Die Silberfärbung wurde zur Detektion geringerer Proteinkonzentrationen (< 1 
ng Protein pro Bande) verwendet, für die Coomassie-Blau-Färbung liegt die Nachweisgrenze 
bei 0,1 – 2 µg Protein pro Bande. 
 
10 %iges Trenngel (10 mL): 4,8 mL entionisiertes Wasser 
                                              2,5 mL Bisacrylamid-Lösung 40 % (ICN Biomedicals) 
                                              2,5 mL TRIS-HCl-Puffer, 1,5 M, pH 8,8 
                                              0,1 mL SDS (10 %) 
                                              0,1 mL APS (10 %) 
                                              0,004 mL TEMED 
                        
5 %iges Sammelgel (4 mL): 2,9 mL entionisiertes Wasser 
                                              0,5 mL Acrylamid-Lösung 40 %  
                                              0,5 mL TRIS-HCl-Puffer, 1,0 M, pH 6,8 
                                              0,04 mL SDS (10 %) 
                                              0,04 mL APS (10 %) 
                                              0,004 mL TEMED 
 
Die Polymerisation erfolgt direkt nach Zugabe des Radikalbildners (APS) und Starters (TE-
MED), so dass diese Komponenten erst direkt vor dem Gießen der Gele zugeführt wurden. 
Zusätzlich wurde ein Polyacrylamidgel unter nativen Bedingungen durchgeführt, um einen 
Vergleich der selbst hergestellten Enzympräparate aus unterschiedlichen Fermentationsarten 
und der käuflich zu erwerbenden Enzymlösung von Jülich Fine Chemicals ziehen zu können. 
Entsprechend zur Elektrophorese unter denaturierenden Bedingungen wurden 5 %ige Sam-
melgele verwendet, die Konzentration im Trenngel betrug 7,5 %. Für Proteine, deren isoe-
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lektrischer Punkt unterhalb von pH 9,5 liegt, kann eine Gelelektrophorese nach Laemmli 
durchgeführt werden; anstelle des SDS wurde deionisiertes Wasser sowohl in den Gelen als 
auch im Elektrophorese-Puffer eingesetzt. 
 
7,5 %iges Trenngel (10 mL): 5,5 mL entionisiertes Wasser 
                                                1,9 mL Bisacrylamid-Lösung 40 % (ICN Biomedicals) 
                                                2,5 mL TRIS-HCl-Puffer, 1,5 M, pH 8,8 
                                                0,1 mL APS (10 %) 
                                                0,004 mL TEMED 
 
Die Proben wurden 1:1 mit nativem Probenpuffer versetzt und direkt in die Gelkammern pi-
pettiert. Die Auftrennung erfolgte für 5-6 Stunden bei einer Spannung von 100 V. Die E-
lektrophoresekammer wurde in ein Eisbad gestellt, um Aktivitätsverluste durch Überhitzen zu 
vermeiden. Die Gele wurden anschließend entweder direkt im Aktivitätstest verwendet (siehe 
Punkt 2.5.1 – Colorimetrischer Aktivitätstest der CPCR) oder einer Coomassie-Blau-Färbung 
unterworfen. Alternativ wurden Bereiche mit Aktivität aus dem Gel herausgeschnitten, durch 
Hitze und Zusatz von SDS denaturiert und die Proteine in einem SDS-Page aufgetrennt. 
 
Coomassie Brilliant Blue-Färbelösung: 0,05 % Coomassie R250 (w/v) 
         30 % Methanol (v/v)  
                                                               10 % Essigsäure (v/v)  
Silberfärbung: 
 
1.   Fixierung  50 % Methanol, 12 % Essigsäure,  20 Minuten, bzw. über Nacht 
 0,05 % Formaldehyd (37 - 40 %)   
2.   Waschen 50 % Ethanol 3 x 10 Minuten 
3. Sensibilisierung 200 mg L-1 Natrium-Thio-Sulfat 1 Minute  
4. Waschen  Wasser 3 x 20 Sekunden 
5. Färben 2 g L-1 Silbernitrat,  10 Minuten  
 0,75 mL L-1 Formaldehyd 
6. Waschen  Wasser 2 x 20 Sekunden 
7. Entwicklung 60 g L-1 Di-Natriumcarbonat,  bis zur gewünschten Intensität 
  0,5 mL L-1 Formaldehyd,   
  4 mg L-1 Natrium-Thio-Sulfat  
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8. Waschen  Wasser 2 x 2 Minuten 
9. Abstoppen 50 % Methanol, 12 % Essigsäure,  5 Minuten 
  0,05 % Formaldehyd (37 - 40 %) 
10. Waschen 50 % Methanol 20 Minuten 
 
Als Wasser wurde hier jeweils Millipore-Wasser verwendet, die prozentualen Angaben ver-
stehen sich als Volumen pro Volumen.  
 
 
2.6.3 Charakterisierung der nativen CPCR 
 
Da in dieser Arbeit der Blick vor allem auf die Reduktion prochiraler Ketone gerichtet wurde, 
erfolgte die Charakterisierung der CPCR nur für die Reduktionsreaktion. Die Oxidation von 
Alkoholen wurde lediglich für eine Auswahl von Verbindungen untersucht. Dies betraf vor 
allem Alkohole, die als Cosubstrat für die Regenerierung des Cofaktors eingesetzt werden 
können, oder Substanzen, die bei der Reduktionsreaktion als Produkt entstehen. 
 
Temperaturoptimum und Aktivierungsenergie 
Die Bestimmung der Temperatur, welche zur maximalen Aktivität der nativen CPCR führt, 
erfolgte photometrisch in einer Mikrotiterplatte, die Lösungen wurden jeweils auf die ge-
wünschte Temperatur (zwischen 25 und 52 °C) erhitzt, zusammenpipettiert und die NADH + 
H+-Abnahme über zwei Minuten verfolgt. Sowohl das Substrat Acetylbuttersäureethylester, 
als auch Cofaktor und Enzym wurden in TEA-Puffer pH 7 angesetzt (siehe 2.5.1 - Aktivitäts-
test der Carbonyl-Reduktase, Mikrotitteransatz). Die Ermittlung der Aktivierungsenergie er-
folgte über die Anwendung der Arrhenius-Gleichung (Gleichung 5), die den Zusammenhang 
zwischen Geschwindigkeitskonstante und Temperatur darstellt. 
 
/RT-EAeAk ⋅=        (5)                 k = Geschwindigkeitskonstante 
A = präexponentieller Faktor 
EA = Aktivierungsenergie [J mol-1] 
R = allgemeine Gaskonstante [8,314 J mol-1 K-1] 
T  = absolute Temperatur [K] 
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Aus den temperaturabhängigen Geschwindigkeitskonstanten des linearen Bereiches der Op-
timumskurve kann durch Auftragen von ln k gegen den reziproken Wert der absoluten Tem-
peratur die Aktivierungsenergie berechnet werden. Die Steigung der aus dem Diagramm er-
mittelten Geraden beträgt –EA · R-1. 
 
Temperaturstabilität und Halbwertszeit 
Experimente zur Bestimmung der Stabilität nativer CPCR bei verschiedenen Temperaturen 
erfolgten analog zu den Untersuchungen des Temperaturoptimums; die Enzym-Lösung (2 U 
mL-1) wurde bei den verschiedenen Temperaturen inkubiert, in den Reaktionsansatz gegeben 
und die Aktivität über den Cofaktor-Verbrauch bestimmt. Die Halbwertszeit des Biokatalysa-
tors lässt sich über die Inaktivierungskonstante bestimmen, die sich aus Gleichung (6) ergibt. 
Durch Auftragen des natürlichen Logarithmus der Aktivität gegen die Zeit erhält man die In-
aktivierungskonstante als Steigung. 
 
         (6)              A     = Aktivität zum Zeitpunkt t -kt0 eAA ⋅=
A0    = Aktivität zu Beginn der Messung 
k      = Inaktivierungskonstante 
t       = Zeit 
 
Die Halbwertszeit τ lässt sich über den Zusammenhang (7) berechnen. 
 
k
2ln=τ             (7) 
 
Wurden Inaktivierungskonstanten bei verschiedenen Temperaturen bestimmt, kann durch 
Auftragen von ln k gegen die reziproke absolute Temperatur die Inaktivierungskonstante (und 
dementsprechend die Halbwertszeit) für jede Temperatur berechnet werden. 
 
pH-Optimum 
Die Ermittlung des pH-Optimums erfolgte ebenfalls spektralphotometrisch; Substrat, Cofak-
tor und Enzym wurden in TEA-Puffer mit pH-Werten zwischen 6 und 8 gelöst, die Messung 
erfolgte bei 37 °C in der Mikrotiterplatte. 
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pH-Stabilität  
Zur Bestimmung der Stabilität des Enzympräparates bei verschiedenen pH-Werten wurde die 
CPCR-Lösung, die zur Evaluierung des pH-Optimums eingesetzt wurde, bis zu 24 Stunden 
bei 25 °C gelagert, anschließend wurde die Restaktivität bestimmt. 
 
Stabilität in Gegenwart von Hexan 
Die Halbwertszeit der Carbonyl-Reduktase bei direktem Kontakt zum organischen Lösungs-
mittel wurde in einem Zwei-Phasen-System, bestehend aus 100 mM TEA-Puffer pH 7,5 mit 
0,5 U CPCR und 1 mM DTT als Oxidationsschutz und Hexan als organischer Phase analy-
siert. Die Hexanphase wurde in den Volumenanteilen 25, 50 und 75 % eingesetzt, in einem 
Gesamtvolumen von 1 mL. Die wässrige Phase wurde mit einem Rührfisch durchmischt und 
mit Hexan überschichtet. Die Reaktionsgefäße wurden bei 25 °C ohne Vermischen der Pha-
sen gerührt. In regelmäßigen Abständen wurde jeweils ein Ansatz abgebrochen, die Unter-
phase abgezogen und die Restaktivität der CPCR photometrisch bestimmt. 
 
Die Stabilität der CPCR in Hexan wurde durch Inkubation des Lyophilisates in diesem Lö-
sungsmittel untersucht. Das leicht flüchtige Hexan wurde durch Verdampfen entfernt und die 
CPCR in Puffer aufgenommen. Nach 15 Minuten wurde die Restaktivität im Vergleich zu 
unbehandeltem Enzympulver bestimmt. 
 
 
2.6.4 Substratspektrum der CPCR 
 
Die Umsetzung verschiedener hydrophiler und hydrophober Substrate wurde photometrisch 
über die Oxidation des Cofaktors NADH + H+ bestimmt.  Die Substrate wurden 10 mM oder 
entsprechend ihrer maximalen Löslichkeit in TEA-Puffer pH 7 gelöst und die Aktivität im 
Vergleich zum Standardsubstrat ABEE bei einer Konzentration von 8 mM analysiert. Der 
Aktivitätstest wurde in einem Volumen von 100 µL in einer Mikrotiterplatte bei 37 °C durch-
geführt. Der Cofaktor wurde in einer Konzentration von 2,5 mM zugegeben und die Reaktion 
über einen Zeitraum von 5 Minuten verfolgt. 
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2.7 Bereitstellung der rekombinanten Formiat-Dehydrogenase aus E. coli 
 
Stammhaltung 
Die E. coli-Zellen wurden, wie auch die Hefezellen, bei – 70 °C gelagert. Die Herstellung der 
Kryokultur erfolgte analog zu der von C. parapsilosis, als Kulturlösung wurde ein LB-Amp-
Medium eingesetzt. Zur Herstellung von LB-Amp-Agarplatten wurde 15 g L-1 Agar mit ein-
gewogen und autoklaviert.  
 
Zusammensetzung des Mediums:  1 % Trypton 
 1 % NaCl 
 0,5 % Hefeextrakt 
 pH 7,5 (mit NaOH eingestellt)  
100 µg mL-1 Ampicillin wurden nach dem Autoklavieren steril zugegeben. 
 
Fermentation 
Die Fermentation erfolgte im wesentlichen mit den Parametern, wie sie in der Dissertation 
von Slusarczyk (1997) beschrieben sind. Angeimpft wurde mit 6 % (v/v) einer ca. 16 Stunden 
bei 37 °C gewachsenen Vorkultur. 
 
Fermentationsmedium (2 x YT):  1,6 % (w/v)  Trypton     
                                      1,0 % (w/v) Hefeextrakt 
      0,5 % (w/v) NaCl 
                 0,01 % Ampicillin 
       → pH 7,5 einstellen     
             
Für die Fermentation wurden folgenden Betriebsparameter gewählt: 
 
-    Temperatur:                        37 °C 
-    pH-Wert:                            Der pH-Wert des Mediums wurde mit  1 M Phosphorsäure bei   
    pH 7,5 gehalten. 
-    Luftzufuhr:                         1 vvm 
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-    Sauerstoffkonzentration:    Der Sauerstoffpartialdruck wurde auf 50 % (Minimum: 20 %) 
eingestellt und über die Rührergeschwindigkeit reguliert. Da-
durch ist eine Wachstumskontrolle nicht nur über die optische  
Dichte (Extinktion bei 620 nm) möglich, sondern auch über die   
Rührerdrehzahl.  
-    Dauer:    Die Fermentation wurde gegen Ende der exponentiellen Phase 
bzw. beim Eintreten der Zellen in die stationäre Phase ab-
gebrochen; dieser Zeitpunkt lag ca. 8 Stunden nach Fermenta-
tionsstart. 
 
Die Induktion der Enzymbildung erfolgte 1,5 Stunden nach Inokulation mit 0,5 mM IPTG. 
Stündlich gezogene Proben wurden auf ihre optische Dichte und nach einem Zellaufschluss 
durch Ultraschall auf Aktivität zur NAD+-Reduktion untersucht. Nach Abbruch der Fermenta-
tion wurden die Zellen bei 4 °C für 15 Minuten bei 6.000 rpm abzentrifugiert und mit Wasser 
gewaschen. Anschließend wurden sie eingefroren und bei –20 °C gelagert. 
 
Zellaufschluss 
Für den Ultraschall-Aufschluss der Bakterienzellen wurden diese in 70 % KPi-Puffer re-
suspendiert und die Zellsuspension durch Eis gekühlt. Der Aufschluss erfolgte 4 mal für 1 
Minute an der Sonotrode des Ultraschall-Desintegrators mit der Mikrospitze MS 73, mit einer 
Amplitude von 25 % und einer Pulsierung von 90 %. Zwischen den einzelnen Behandlungen 
wurden die Proben in Eis gekühlt. Anschließend wurden die Zelltrümmer 5 Minuten bei 7500 
rpm und 4 °C abzentrifugiert und der Überstand auf Aktivität zur NAD+-Reduktion überprüft.
   
Alternativ wurde ein mechanischer Aufschluss der E. coli-Zellen durch Nassvermahlung in 
einer Kugelmühle untersucht. Dazu wurde eine 30 %ige Zellsuspension in KPi-Puffer mit 
dem doppelten Volumen Glasperlen (Durchmesser: 0,3 mm) versehen. Der Aufschluss erfolg-
te für 20 Minuten mit einer Frequenz von f = 20 min-1 in einer Schwingmühle. Anschließend 
wurden Glasperlen und Zelltrümmer 10 Minuten bei 10000 rpm und 4 °C abzentrifugiert, das 
entstandene Pellet mit Puffer gewaschen und erneut abzentrifugiert. 
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Anionenaustauschchromatographie 
Matrix:  Macro-Prep High Q 
Gelbettvolumen:  74 mL 
Bindungskapazität:  1800 mg Protein 
Flussrate:  10 mL min-1 
 
Zur Elution der gebundenen Proteine wurde ein Stufengradient gewählt, mit den Salzkonzent-
rationen 0,03 M, 0,15 M und 1 M NaCl. Die Fraktionen wurden gesammelt und auf Aktivität 
zur NAD+-Reduktion untersucht. Die Eluate mit Aktivität wurden vereinigt, das Volumen 
mittels einer Ultrafiltration verringert (Porengröße: 30 kDa) und das Natriumchlorid mit Hilfe 
einer Entsalzungs-Säule entfernt. 
 
Entsalzen 
Matrix:  SephadexTM G-25 Fine, cross-linked Dextran 
Gelbettvolumen:  53 mL 
Bindungskapazität:  70 mg mL-1 
Flussrate:  8 mL min-1 
 
Die Eluate mit Aktivität wurden vereinigt, ultrafiltriert und mit 50 % Glycerin versetzt. So 
konnte das aktive Enzym bei – 20 °C gelagert werden. 
  
 
2.8 Immobilisierung  
 
2.8.1 Immobilisierung in Polyvinylalkohol 
 
Für die Immobilisierung der Biokatalysator- und Cofaktormoleküle in diese Matrix wurde 
zunächst eine 12 %ige Polyvinylalkohol- (PVA-) Lösung (w/v) hergestellt, die anschließend 
mit der Enzymlösung auf 9 % verdünnt wurde. 3 g PVA MW 10-98 wurden mit 3 g Polyethy-
lenglykol (PEG 1000) und 21 mL destilliertem Wasser auf 90 °C erhitzt und unter Rühren 
gelöst. Nach dem Abkühlen der Lösung auf Raumtemperatur wurden 90 mg NaOH (gelöst in 
1,5 mL Bidest) vorsichtig unter Rühren dazugetropft. Nach ca. 30 Minuten wurde der pH-
Wert mit konzentrierter Salzsäure-Lösung auf pH 7,5 eingestellt. Alternativ wurden Kugeln 
statt mit destilliertem Wasser in 100 mM TEA-Puffer hergestellt. Hier musste anschließend 
2 Material und Methoden                                                                                                                             Seite  
 
37
eine höhere Konzentration an Natronlauge zugegeben werden, um eine vollständige Versei-
fung des Polyvinylalkohols zu gewährleisten (Prüsse, 2000). 
 
Zur Herstellung der Kugeln wurde die Polyvinylalkohol-Lösung nach Verseifung und an-
schließender pH-Einstellung mit der Enzymlösung in einem Verhältnis von 3:1 vermischt. Für 
den Standardansatz 1 wurden pro ml Kugeln 2 Unit Enzymlösung in TEA-Puffer mit 2 mM 
NADH + H+ sowie 1 mM DTT eingesetzt. Den Immobilisaten für Ansatz 2 wurde zusätzlich 
zur Cofaktorregenerierung die Formiat-Dehydrogenase aus Candida boidinii und deren Sub-
strat, Natriumformiat, zugegeben. Das Verhältnis von CPCR zu FDH betrug, soweit nicht 
anders aufgeführt, 1:1. Das Cosubstrat wurde in einer Konzentration von 100 mM zugegeben. 
Die Gelbildung der PVA-Enzymlösung erfolgte durch Eintropfen in -70 °C kaltes Silikonöl 
und mit einem anschließenden langsamen Auftauprozess. Vor dem Verwenden der Kugeln 
wurden diese langsam auf Raumtemperatur erwärmt und anschließend mit Hexan gewaschen, 
bevor sie für eine Reaktion eingesetzt bzw. bei 4 °C in Hexan aufbewahrt wurden. 
 
Die Aktivität von immobilisierten Enzymen kann nicht direkt bestimmt werden, da die Sub-
strat- bzw. Produktkonzentrationen im Hydrogel nicht detektiert werden können. Durch 
Bestimmen des Verteilungsgleichgewichtes lassen sich die Endkonzentrationen, verteilt auf 
organische Phase und Hydrogelphase, berechnen. Diese Gleichgewichtslage wurde mit en-
zymfreien Immobilisaten über die Abnahme der Konzentrationen in der organischen Phase, 
nach Einstellen des Gleichgewichtes quantifiziert. Es wurden jeweils 300 mg Immobilisate 
1:3 in Hexan mit variierenden Substrat- bzw. Produktkonzentrationen eingesetzt. Die Kugel-
größe kann über das Eintropfvolumen reguliert werden und wurde im Bereich zwischen 5 und 
50 µL variiert, um den Einfluss des Oberflächen-Volumen-Verhältnisses auf die Aktivität und 
Stabilität beurteilen zu können. 
 
 
2.8.2 Immobilisierung in NIPA-Gele 
 
Bei den untersuchten thermosensitiven Hydrogelen NI15V2T15S100PEG20 und 
NI15CMC1V2T15S100PEG30 handelte sich um zwei quellfähige Polymere, basierend auf 
dem Monomer N-Isopropylacrylamid (NIPA), die von dem Kooperationspartner Fraunhofer 
UMSICHT zur Verfügung gestellt wurden. Die zweite Matrix, bei der zusätzlich ein Como-
nomer (N-(3-Aminopropyl)methacrylamidhydrochlord) zur Etablierung einer positiven La-
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dung im Gel eingebracht wurde, wurde auf zwei verschiedene Träger aufgebracht, einem tex-
tilen Träger und in Microcubes. Alle Materialien wurden zunächst eine Stunde bei 60 °C ent-
wässert und im Anschluss daran in einer enzymhaltigen wässrigen Lösung bei 4 °C für 24 
Stunden gequollen. Die Konzentrationen in dieser Lösungen betrugen, wie schon unter 2.8.1 
für die Immobilisierung in PVA beschrieben, 2 mM Cofaktor, 1 mM DTT, 2 Unit CPCR, 
sowie 2 U FDH. Die Cosubstratkonzentration betrug 100 mM. Vor dem ersten Verwenden 
der Immobilisierungsmatrix wurde diese zunächst mindestens 3-fach erhitzt und in Puffer 
gequollen, um eventuell noch vorhandene Monomerbestandteile, Vernetzermoleküle oder 
andere, die Aktivität möglicherweise beeinflussende Komponenten, aus der Matrix zu entfer-
nen. Nach der Quellung der Matrices wurden diese zunächst mit Hexan gespült, um über-
schüssige Lösung zu entfernen, und anschließend im organischen Lösungsmittel eingesetzt.  
 
 
2.8.3 Reaktionsansatz 
 
Standardansatz 1: Standardansatz 2: 
1 g Immobilisate 
150 mM Substrat 
1 g Immobilisate 
3,3 % (v/v) Isopropanol 
150 mM Substrat 
 
Als organisches Lösungsmittel wurde Hexan verwendet, Dekan wurde als interner Standard in 
einer Konzentration von 10 mM eingesetzt. Die Immobilisate wurden im Standardansatz in 
einem Verhältnis von 1:3 zur organischen Phase eingesetzt. Dadurch beträgt die Isopropanol-
Konzentration, bezogen auf das Volumen der wässrigen, also der Hydrogel-Phase, 10 %.  
Standardansatz 2 wurde bei Immobilisaten verwendet, die neben CPCR und Cofaktor auch 
mit der Formiat-Dehydrogenase und deren Substrat beladen waren. 
 
Es wurden verschiedene Ansätze mit variierenden Substrat- und Enzymkonzentrationen, Co-
faktorkonzentrationen und unterschiedlichen Verhältnissen der Gel- zur Lösungsmittelphase 
untersucht. Aus den Reaktionsansätzen wurden in regelmäßigen Abständen Proben gezogen 
und mit Hilfe der Gaschromatographie auf Substratumsatz und Produktbildung untersucht.  
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2.8.4 Charakterisierung der in PVA-immobilisierten CPCR 
 
Es wurde der Einfluss der Immobilisierung, mit Einsatz der Immobilisate im organischen Lö-
sungsmittel Hexan, auf die CPCR sowie auf das gekoppelte System aus CPCR und FDH un-
tersucht. Die Aktivität der Biokatalysatoren in den Immobilisaten wurde, im Fall der Carbo-
nyl-Reduktase, über die Substratabnahme bzw. die Produktkonzentration in der Bulk-Phase 
bestimmt. Dabei handelt es sich nicht wirklich um die Aktivität, sondern die Produktivität, da 
die Konzentration der Substrat- und Produktmoleküle, die sich in der Matrix aufhalten, nicht 
detektiert werden kann. Als Standardsubstrat für die Aktivität der immobilisierten Carbonyl-
Reduktase wurde Acetophenon gewählt, da das Produkt Phenylethanol enantiomerenrein zu 
erhalten ist und so die Stereoselektivität der Reaktion einfach zu verfolgen ist. Dies ist beim 
eigentlichen Standardsubstrat Acetylbuttersäureethylester nicht der Fall, da das Produkt nicht 
käuflich zu erwerben ist. 
 
Temperaturoptimum und Temperaturstabilität 
Das Enzympräparat und der Cofaktor wurden in PVA immobilisiert. Der Substratumsatz 
wurde in einem organischen System bei Temperaturen zwischen 25 und 45 °C bestimmt. Um 
den Einfluss einer thermischen Inaktivierung minimieren zu können, wurden die Ansätze je-
weils 10 Minuten bei der entsprechenden Temperatur inkubiert. Es wurden jeweils Chargen 
von 300 mg Immobilisaten in 900 µL Substratlösung eingesetzt und die Produktkonzentration 
in der organischen Phase gaschromatographisch analysiert. Der pH-Wert in den Immobilisa-
ten lag bei pH 7. 
 
Zur Bestimmung der Thermostabilität der CPCR wurde der Cofaktor bei diesen Ansätzen 
nicht mit immobilisiert, sondern später dazugegeben, um Aktivitätseinbußen durch die Insta-
bilität des Cofaktors zu vermeiden. Die Immobilisate wurden in Hexan bei den verschiedenen 
Temperaturen gelagert und im Abstand von 24 Stunden 300 mg Hydrogelkugeln herausge-
nommen und auf 4 °C heruntergekühlt. Nach 1 Minute Antrocknen wurden 30 µl einer 25 
mM NADH-Lösung aufgetropft. Nach einer Einwirkzeit von 1 Minute wurde die Reaktion 
durch Zufuhr der Substratlösung gestartet (900 µL: 30 mM Acetophenon und 10 mM Dekan 
in Hexan). Die Reaktion wurde bei 25 °C und leichtem Schütteln durchgeführt und nach 24 
Stunden der Substratumsatz untersucht.     
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pH-Optimum und pH-Stabilität 
Die Bestimmung des pH-Optimums der immobilisierten CPCR erfolgte durch Herstellen von 
Immobilisaten mit unterschiedlichem pH-Wert zwischen pH 6 und 8. Die Produktkonzentra-
tion in der Bulk-Phase wurde nach 10 Minuten analysiert; die Reaktion lief bei 25 °C ab. 
Analog zur Bestimmung des Temperaturoptimums wurden jeweils 300 mg Immobilisate in 
900 µL Lösungsmittel eingesetzt. Zur Bestimmung der pH-Stabilität wurden die Immobilisate 
bei 25 °C in Hexan gelagert und zu verschiedenen Zeitpunkten im Reaktionsansatz eingesetzt 
und die Produktbildung über 24 Stunden verfolgt. 
 
 
2.9 Entwicklung einer CO2-Analytik 
 
Um den Einfluss der Immobilisierung auf die Aktivität bzw. Stabilität der Formiat-
Dehydrogenase untersuchen zu können, wurden verschiedene Methoden untersucht, das Pro-
dukt der FDH-katalysierten Reaktion nachzuweisen. Die Kohlendioxid-Bildung sollte dabei 
insbesondere in einem gel-stabilisierten Zwei-Phasen-System detektier- und quantitativ be-
stimmbar sein. 
 
2.9.1 Direkter CO2-Nachweis über Gasphasenanalytik 
 
Im Zusammenhang mit der Diplomarbeit von Keramidas (2004) wurde eine Methode entwi-
ckelt, Kohlendioxid quantitativ nachzuweisen. Diese Methodik basierte auf der Arbeit von 
Shiraishi et al. (1999), die die Aktivität einer Formiat-Dehydrogenase über die Umsetzung 
13C-markierter Ameisensäure bestimmten. Das gebildete, markierte Kohlendioxid wurde 
durch Ansäuern aus der wässrigen Lösung in die Gasphase überführt und konnte mit Hilfe 
eines GC-MS aus der Gasphase detektiert und über eine Eichgerade quantifiziert werden.  
 
Mit Hilfe eines Wärmeleitfähigkeit-Detektors kann Kohlendioxid direkt durch Analyse der 
Gasphasen-Komponenten gemessen werden, so dass auf die Verwendung markierten Kohlen-
stoffs verzichtet werden kann. Ein Teil des in der Reaktion gebildeten Kohlendioxids reagiert 
in der wässrigen Phase zu Kohlensäure, die zu Bicarbonat und Carbonat dissoziiert (siehe 
Gleichung  8). 
CO2(aq) + H2O                 H2CO3         HCO3- + H+ CO32- + 2 H+ (8) 
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Der Dissoziationsgrad von Kohlensäure und somit die Stoffmengenanteile der verschiedenen 
Carbonatspezies sind abhängig vom pH-Wert (Abbildung 2). Bei hohen pH-Werten ver-
schiebt sich mit den Stoffmengenanteilen auch das Gleichgewicht der in Gleichung (8) darge-
stellten Reaktion nach rechts.  
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
4 5 6 7 8 9 10 11 1
pH
St
of
fm
en
ge
na
nt
ei
l x CO2 (aq) HCO3
- CO32-
2
 
Abbildung 2: Stoffmengenanteile von H2CO3, HCO3- und CO32- in Abhängigkeit vom pH-Wert 
 
Die Konzentrationen an Bicarbonat und Carbonat steigen mit dem pH-Wert und mit ihnen die 
insgesamt in der wässrigen Phase vorhandene CO2-Menge (Abbildung 3). 
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Abbildung 3: Gesamtmenge des in Wasser enthaltenen Kohlendioxids in Abhängigkeit vom pH-Wert 
 
Um eine quantitative Messung des insgesamt gebildeten Kohlendioxids durchführen zu kön-
nen, wurde das als Bicarbonat und Carbonat im Hydrogel vorliegende Kohlendioxid durch 
Ansäuerung in den gasförmigen Aggregatzustand überführt. Dies führte zu einer Akkumulati-
on des Kohlendioxids in der Gasphase. Gearbeitet wurde in gasdichten 8 mL-Gefäßen mit 
Septum im Deckel, durch das die enzymatische Reaktion gestartet  und abgebrochen werden 
konnte, sowie die Gasproben zur GC-Analyse gezogen werden konnten. Es wurde jeweils 1 g 
Immobilisate in 3 mL Hexan eingesetzt und das Kohlendioxid durch Injektion von 1 mL einer 
0,2 M Salzsäurelösung freigesetzt. 
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Zur exakten Quantifizierung wurde eine Kalibration durchgeführt. Dazu wurden Immobilisate 
ohne Enzym mit unterschiedlichen Natriumhydrogencarbonat-Konzentrationen hergestellt 
und im gleichen Kugel-Lösungsmittel-Verhältnis wie die zu analysierenden Kugeln einge-
setzt. Nach einer Äquilibrierungsphase wurde das CO2 mittels pH-Absenkung freigesetzt. 
Durch das Septum wurde mit einer gasdichten Spritze jeweils 100 µL Probe aus der Gasphase 
entnommen und in einen Gaschromatographen injiziert. Die Gasproben wurden analysiert und 
für das Kohlendioxid eine Eichgerade erstellt. Die eingesetzte Kohlendioxid-Konzentration, 
zunächst im Natriumcarbonat gebunden, gegen das Signal des freigesetzten CO2 erlaubt eine 
genaue Konzentrationsbestimmung, da so das in der Hexanphase gelöste Kohlendioxid be-
rücksichtigt wird. 
 
GC- Messbedingungen: 
Säule CarboxenTM 1010 PLOT Capillary Column (SUPELCO) 
Säulenlänge 30 m 
Innendurchmesser 0,32 mm 
Detektor WLD (Wärmeleitfähigkeitdetektor) 
Split 1:10 
Druck 70 kPa 
Trägergas Stickstoff 
Injektortemperatur 230 °C 
Detektortemperatur 230 °C 
 
Temperaturprogramm: 100 °C isotherm, 8 Minuten 
Retentionszeit CO2: ca. 7 Minuten 
 
Die enzymhaltigen Immobilisate wurden mit 0,38 U Formiat-Dehydrogenase und 40 µmol 
Cofaktor pro Gramm Kugeln hergestellt und jeweils 1 g in 3 mL Hexan eingesetzt. Die Reak-
tion wurde durch Injektion konzentrierter Natriumformiat-Lösung (50 bzw. 100 µmol) gestar-
tet und die Reaktionsgefäße auf einem Überkopfschüttler bei 25 oder 30 °C inkubiert. Pro 
Datenpunkt wurde ein Doppelansatz durch Zugabe von Salzsäure abgestoppt und das Koh-
lendioxid in den gasförmigen Zustand überführt. Gasproben wurden analysiert und die CO2-
Konzentration über die Kalibrationsgerade bestimmt. 
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2.9.2 Barometrischer CO2-Nachweis 
 
Das System RAMOS des Institutes für Bioverfahrenstechnik der RWTH Aachen wurde für 
die Druckmessung in einem geschlossenen System etwas modifiziert. Ursprünglich wurde 
dieses Gerät zur Bestimmung der Sauerstofftransferrate (OTR) von wachsenden Zellkulturen 
entwickelt. Die Anlage wurde in einem Thermokonstantraum bei 30 °C aufgebaut und samt 
Kolben sowie allen Versuchsreagenzien vor Versuchsbeginn temperiert. Die verwendeten 
Kolben entsprechen herkömmlichen 250 mL Erlenmeyerkolben, welche oben mit mehreren 
Gewindeöffnungen versehen wurden, die sich mit Schraubdeckeln gasdicht verschließen las-
sen. Die angeschlossene Messeinheit zeichnet den Druck der Kolben im Vergleich zum Aus-
sendruck in Intervallen von etwa 20 Sekunden auf. 
 
Für die barometrische Messung im wässrigen System wurde der Kolben zunächst mit Puffer, 
Cofaktor und Substrat befüllt und der Versuch durch Zugabe des Enzyms FDH gestartet. Da-
mit die Reaktion erst nach Schließen des Kolbens startet, wurde ein Deckgläschen, wie es in 
der Mikroskopie verwendet wird, auf die Lösung im Reaktionsgefäß gelegt und darauf die 
Enzymlösung pipettiert. Erst durch Starten des Laborschüttlers vermischten sich Enzym- und 
Substratlösung, die Schüttelfrequenz betrug 275 Umdrehungen pro Minute, der Schüttel-
durchmesser 50 mm. Die Konzentrationen im wässrigen System betrugen 10 bzw. 20 mM 
NAD+, 250 mM Natriumformiat in 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5; die Formiat-
Dehydrogenase wurde mit einer Aktivität von 0,25 U mL-1 zugegeben. Das Gesamtvolumen 
pro Kolben betrug 12,5 mL. Vor Beginn und nach Abbruch der Reaktion wurde der pH-Wert 
mit einer Glaselektrode bestimmt. Zur Umrechnung des aufgezeichneten Druckes in eine 
Stoffmenge wurde folgende Formel verwendet: 
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Das Zwei-Phasensystem bestand aus der wässrigen Phase in Form von in PVA immobilisier-
tem Enzym samt Cofaktor und der organischen Hexanphase. Das Volumen der immobilisier-
ten wässrigen Phase betrug 12,5 mL. Die wässrige Lösung wurde auf einen pH Wert von 7,0 
eingestellt. Die Konzentrationen in den Hydrogelkugeln waren wie im rein-wässrigen System. 
Zu den PVA-Kugeln wurde 12,5 mL Hexan gegeben, so dass sie vollständig von der organi-
schen Phase umgeben waren. Die Reaktion wurde bei Einschalten des Rührers gestartet, wo-
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durch das Substrat Natriumformiat mit dem Hexan vermischte wurde und in die Immobilisate 
diffundierte. Bezogen auf die 12,5 mL wässrige Phase betrug die Konzentration 250 mM. Da 
durch die Immobilisierung kein pH Wert nach der Reaktion bestimmt werden konnte, wurde 
er als konstant behandelt.  
 
Die Berechnung der Kohlendioxid-Konzentration im Zwei-Phasen-System erfolgte über fol-
gende Formel: 
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A[...] = in die Gasphase entwichenes CO2, nCO2,gas  
B[...] = in der wässrigen Phase (PVA-Kugeln) enthaltenes CO2, nCO2,aq 
C[...] = in der Hexanphase gelöstes CO2, nCO2,hex 
 
Die Herleitung der Formeln mit den entsprechenden Konstanten und Variablen sind mit je-
weils einem Rechenbeispiel im Anhang wiedergegeben. 
 
 
2.9.3 CO2-Nachweis über einen Infrarot-Sensor 
 
Die Kohlendioxid-Messung erfolgte kontinuierlich in einem Gasstrom, der durch den Infra-
rot-Sensor geleitet wurde. Die enzymatische Reaktion wurde in einem 1-L-Rührreaktor 
durchgeführt, mit 50 g Immobilisaten, die die Biokatalysatoren (2 U g-1 CPCR, 2 U g-1 FDH) 
den Cofaktor (2 mM NADH + H+), 1 mM DTT als Oxidationsschutz und 100 mM Natrium-
formiat enthielten, in 1 L Hexan mit 250 mM Acetophenon und 5 mM Dekan. Das bei der 
Formiat-Oxidation entstehende Kohlendioxid wurde durch Begasung ausgetrieben und im 
Volumenstrom mit Hilfe des Infrarot-Sensors gemessen und quantifiziert. Die Begasung er-
folgte mit 126 mL Stickstoff pro Minute in den Reaktor. Der CO2-Sensor wurde vor Inbe-
triebnahme des Reaktors jeweils mit Hilfe eines Abgasschranks kalibriert. Der Reaktor wurde 
bei konstanter Temperatur von 25 °C bzw. 30 °C gehalten. Ein Rückflusskühler wurde über 
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ein externes Kühlbad auf 3 °C gekühlt, um das im Volumenstrom mit ausgetragene leicht 
flüchtige Hexan zurückzuhalten. Zusätzlich wurden Proben aus der organischen Phase gezo-
gen und auf die gebildete Phenylethanolkonzentration hin untersucht. 
 
 
2.10 Optimierung der Biokatalyse in verschiedenen Systemen 
 
2.10.1 Enzymatische Synthese in einem wässrigen System 
 
In einem Maßstab von 1 mL wurde der Umsatz des Substrates Acetophenon in einem rein 
wässrigen System untersucht. Die Katalyse erfolgte sowohl im substrat- als auch im enzym-
gekoppelten Ansatz bei einer CPCR-Konzentration von 0,5 U mL-1, einer Cofaktorkonzentra-
tion von 1 mM und als Oxidationsschutz wurde 1 mM DTT zugefügt. Acetophenon ist ca. 45 
mM in Puffer löslich und wurde in dieser Konzentration eingesetzt. Die Reaktion wurde bei 
30 °C unter regelmäßiger Probenahme durchgeführt. Dazu wurden jeweils 50 µL Probe mit 
150 µL des HPLC-Laufmittels vermischt (40 % Acetonitril, 60 % Phosphorsäure (v/v)), um 
eine vollständige Deaktivierung der Biokatalysatoren zu gewährleisten. Anschließend wurden 
die Proben abzentrifugiert und mittels HPLC analysiert. Bei einer Cofaktorregenerierung 
durch ein zweites Substrat, Isopropanol, wurde dieses in Konzentrationen zwischen 5 und 15 
% (v/v) zugegeben, um eine Deaktivierung der CPCR durch zu hohe Konzentrationen zu 
vermeiden. Die enzymatische Cofaktorregenerierung mit Hilfe der Formiat-Dehydrogenase 
erfolgte mit Natriumformiat als Substrat des zweiten Biokatalysators in einer Konzentration 
von 100 mM. Das optimale Verhältnis der Biokatalysatoren zueinander wurde dabei unter-
sucht und zwischen 1:1 und 1:8 (Konzentration CPCR zu FDH) variiert. 
  
Als schwer-wasserlösliches Substrat wurde 4-Bromacetophenon eingesetzt, die Löslichkeit in 
Triethanolamin-Puffer beträgt < 0,25 mM. Um die Umsetzung in einem rein wässrigen Sys-
tem untersuchen zu können, wurden als Löslichkeitsvermittler DIMEB (Heptakis(2,6-di-O-
methyl)-ß-Cyclodextrin) in einer Konzentration von 50 mM in TEA-Puffer, bzw. 12 % 
DMSO (Dimethylsulfoxid) zugegeben. Die Umsetzung dieses Acetophenon-Derivates wurde 
analog zu der von Acetophenon untersucht. 
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2.10.2 Enzymatische Synthese in einem liquiden Zwei-Phasen-System 
 
Die Aktivität der Carbonyl-Reduktase in einem rein organischen Reaktionsmedium wurde mit 
dem zusammen mit NADH + H+ lyophilisierten Enzympräparat untersucht. Dazu wurde je-
weils 1 U CPCR mit 10 µmol Cofaktor direkt im Reaktionsgefäß gefriergetrocknet und mit 1 
mL organischem Lösungsmittel, bestehend aus Hexan mit 150 mM Acetophenon und 10 mM 
Dekan, versetzt. Zwei Ansätze wurden ohne zusätzliches Wasser untersucht, bei zweien wur-
de 1 % (v/v) Wasser zugefügt. Von den beiden Ansätzen wurde jeweils einer mit 1 % (v/v) 
Isopropanol versetzt. Die 1-mL-Ansätze wurden auf einem Überkopfschüttler durchmischt 
und die Produktbildung gaschromatographisch bestimmt. 
 
Der Einfluss des Lösungsmittels Hexan auf die Stabilität und Aktivität der Biokatalysatoren 
wurde in einem wässrig-organischen Zwei-Phasen-System untersucht. Als wässrige Phase 
wurde TEA-Puffer pH 7,5 (100 mM) eingesetzt, welcher die Biokatalysatoren, 1 mM NADH 
+ H+ und 1 mM DTT enthielt. Die Enzymkonzentration betrug auf das Gesamtvolumen bezo-
gen 0,25 Unit pro mL. In der organischen Phase, die einen Volumenanteil von 25, 50 und 75 
% ausmachte, lag Dekan als interner Standard in einer Konzentration von 10 mM vor, sowie 
das Substrat Acetophenon bzw. p-Bromoacetophenon. Die Konzentrationen an Substrat und 
Produkt wurden jeweils für die wässrige und organische Phase bestimmt. Für die Cofaktorre-
generierung mit Hilfe eines Cosubstrates wurde dieses in einer Konzentration von 10 % (v/v) 
zur wässrigen Phase eingesetzt, bei der enzymgekoppelte Cofaktorregenerierung wurde die 
CPCR in einem Verhältnis von 1:1 bis 1:4 zur FDH eingesetzt, mit 100 mM Natriumformiat 
als Substrat. 
 
 
2.10.3 Biokatalyse mit immobilisierter Carbonyl-Reduktase  
 
Zur Untersuchung der Aktivität der immobilisierten Carbonyl-Reduktase unter den Bedin-
gungen, die für die Regenerierung des NADH + H+ mit Hilfe eines zweiten Substrates,      
Isopropanol, optimal sind, wurden die Immobilisate, wie unter 2.8.3 beschrieben, im Stan-
dard-Reaktionsansatz 1 eingesetzt. Das Reaktionsvolumen betrug insgesamt ca. 4 mL, 3 mL 
organische Phase, die das entsprechende Substrat, sowie das Cosubstrat enthielt, sowie 1 g 
Kugeln mit 2 U CPCR, 2 mM NADH, sowie 1 mM DTT. Die Aktivität der Biokatalysatoren 
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bezieht sich hier auf die Aktivität, die vor der Immobilisierung für das native Enzym be-
stimmt wurde. 
 
Die Umsetzung verschiedener Substrate mit den immobilisierten Biokatalysatoren CPCR und 
FDH erfolgte unter folgenden Bedingungen: Pro g Immobilisat wurden 2 U CPCR und 2 U 
FDH, 2 mM NADH + H+, 1 mM DTT und 100 mM Na-Formiat eingesetzt. Das Verhältnis 
zwischen Immobilisaten und der organischen Phase mit darin gelöstem Substrat betrug in der 
Regel 1:3, sofern nicht anders vermerkt. Die Umsetzung erfolgte in unterschiedlich großen 
Maßstäben, zwischen 100 mg Kugeln in GC-Vials, 1 g Immobilisaten in 8-mL-Vials, 2 g be-
ladener Matrixblöckchen in 25 mL-Schottfläschchen und einem 1-L-Rührreaktor (siehe 2.11). 
Die Betriebstemperatur betrug 25 - 30 °C, die kleineren Reaktionsgefäße wurden auf einem 
Überkopfschüttler durchmischt.  
 
 
2.11 Scale-Up auf einen 1-L-Standard-Rührreaktor 
 
Umsatzversuche in einem Standard-Rührreaktor wurden mit 50 g Immobilisaten in einer 250 
mM Substrat-Lösung (1 L) durchgeführt. Die Cofaktorregenerierung wurde sowohl substrat- 
als auch enzymgekoppelt untersucht; bei der FDH-gekoppelten Regenerierung wurde das Co-
substrat als Natriumformiat in den Immobilisaten vorgelegt und zum Teil in Form von Amei-
sensäure nachdosiert. Die Kohlendioxid-Analyse erfolgte über einen Infrarot-Sensor, wie un-
ter 2.9.3 beschrieben. Die Temperatur im Reaktor wurde konstant bei 25 °C gehalten, die 
Rührerdrehzahl wurde zwischen 250 und 600 rpm variiert. Die Konzentrationen an Enzym, 
Cofaktor und Puffer waren unverändert zu den Ansätzen im kleineren Maßstab (siehe 2.9.3). 
Das Cosubstrat Natriumformiat wurde in den Ansätzen mit FDH-regeneriertem Cofaktor 11,8 
mM (entspricht dem doppelten Km-Wert der FDH) oder 100 mM vorgelegt. 
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3 Ergebnisse und Diskussion 
 
 
3.1 Bereitstellung und Charakterisierung der CPCR 
 
Für die Charakterisierung der Carbonyl-Reduktase aus Candida parapsilosis und die Optimie-
rung einer geeigneten Synthesereaktion wurde zunächst die Bereitstellung des Biokatalysators 
genauer untersucht und ausreichende Mengen des aufgereinigten Enzympräparates produziert. 
Dazu wurde die Fermentation der Hefe Candida parapsilosis und anschließende Aufreinigung 
der CPCR in Anlehnung an die Arbeiten von Peters et al. (1993a) und Rissom (1999) opti-
miert.  
 
 
3.1.1 Fermentation und Aufreinigung der CPCR 
 
Die Hefe C. parapsilosis wurde mittels verschiedener Methoden fermentiert, wobei die Er-
gebnisse im Hinblick auf Zellausbeute und Aktivität des gewünschten Biokatalysators unter-
sucht und miteinander verglichen wurden. Zu den angewandten Fermentationstechniken ge-
hörten ansatzweise Kultivierungen in 5-L-Fermentern, in 5-L-Schüttelkolben mit bzw. ohne 
Schikanen, sowie eine 5-L-fed-batch Fermentation. Bei letzterer wurde nach einer ansatzwei-
sen Fermentation, als das Wachstum sich aufgrund limitierender Substratkonzentrationen ver-
langsamte (nach 20-24 Stunden), die Substratzudosierung gestartet und die Zellen für weitere 
5-6 Stunden kultiviert. Die Glycerinkonzentration konnte dabei unterhalb der Nachweisgrenze 
gehalten werden, so dass die Zellen in den letzten Stunden substratlimitiert kultiviert wurden.  
 
Das Wachstum in den Schüttelkolben ohne Schikanen verlief wesentlich langsamer als in den 
Erlenmeyer-Kolben mit Schikanen. Es konnten ca. 16,5 g Zellen pro Liter Fermentationsme-
dium geerntet werden, ca. 66 % der Zellmasse aus Kolben mit Schikanen entspricht. Eine 
Verdopplung des Füllvolumens führte ebenfalls zu deutlich geringeren Zellmassen pro Liter 
Fermentationsflüssigkeit, pro Ansatz blieb die gebildete Zellmasse nahezu konstant. Der 
Grund hierfür dürfte an der Sauerstoffversorgung der Hefezellen liegen, da das Volumen ver-
doppelt wurde, die Oberfläche aber nicht vergrößert wurde und bei gleicher Schüttelfrequenz 
gearbeitet wurde. Dadurch dürfte der verfügbare Sauerstoff der das Wachstum limitierende 
Faktor gewesen sein. Im Fermenter wurden generell höhere Zellausbeuten erreicht als in den 
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Schüttelkolben. Grund dürfte auch hier die Sauerstoffverfügbarkeit sein, da im Fermenter bei 
einem Sauerstoffpartialdruck von 60 % gearbeitet wurde. Aus fed-batch-Fermentationen 
konnten bis zu 50 g Zellmaterial pro Liter Fermentationsmedium geerntet werden. Die Anwe-
senheit des Induktors 3-Oxohexansäureethylester (= Ethylbutyrylacetat, Peters et al., 1992) 
hatte keinen Einfluss auf das Wachstum der Hefezellen. 
 
Es zeigte sich kein Unterschied zwischen den Aktivitäten aus der batch- oder fed-batch-
Fermentation; es konnten also keine Rückschlüsse auf den Einfluss einer Substratlimitierung 
auf die Enzymbildung gezogen werden, wie zunächst vermutet worden war. Die spezifische 
Aktivität im Rohextrakt lag zwischen 0,15 – 0,17 U mg-1 Protein. Mit den Zellen aus Schüt-
telkolben-Fermentationen wurden spezifische Aktivitäten von 0,6 U mg-1 Protein erreicht. 
Eine Induktion der Enzymbildung durch Ethylbutyrylacetat, wie sie bei Peters et al. (1992) 
beschrieben wurde, konnte nicht nachgewiesen werden. Weder die spezifische Aktivität noch 
die Gesamtaktivität pro Gramm Zellen konnte in entsprechenden Ansätzen erhöht werden. 
Die An- bzw. Abwesenheit von Schikanen hatte ebenfalls keinen Einfluss auf die gebildete 
Enzymkonzentration, lediglich die Zellzahl wurde beeinflusst. Durch Verdopplung des Füll-
volumens in den Schüttelkolben-Versuchen konnte die spezifische Aktivität um den Faktor 
2,8 gesteigert werden. Diese Ergebnisse könnten auf einen negativen Einfluss hoher Sauer-
stoffpartialdrücke auf die Expression der CPCR hinweisen. Bei der Kultivierung im Fermen-
ter wurde stets auf eine gute Sauerstoffversorgung der Zellen geachtet, entsprechend der Lite-
raturangaben (Peters, 1993; Zelinski, 1995 und Bönitz, 2001), nach denen die Zellen mit einer 
Sauerstoffsättigung von 60 % kultiviert werden sollten. Im Schüttelkolben hingegen ist die 
Sauerstoffversorgung der Hefezellen schlechter, was zum Teil durch Schaumbildung während 
der Kultivierung verstärkt wurde. Bönitz weist in ihrer Dissertation darauf hin, dass nach ei-
ner Erhöhung des Kulturvolumens von 20 auf 200 L die Enzymausbeute von 60 – 80 auf ca. 
125 U pro L gesteigert werden konnte. Eventuell könnte eine Induktion der Enzymbildung 
durch eine Sauerstofflimitierung erfolgt sein, da die volumenbezogene Luftzufuhr bei der 
Maßstabsvergrößerung verringert wurde. Tabelle 2 zeigt die Ausbeuten pro Liter Fermentati-
onsmedium für die verschiedenen, hier durchgeführten Kultivierungsarten.  
 
Tabelle 2: Zell- und Enzymausbeuten pro Liter Kultivierungsmedium, Durchschnitt aus jeweils mind. drei Fer-
mentationen 
batch-Fermentation 
 Schüttelkolben 
mit Schikanen (ohne Schikanen) Fermenter 
fed-batch- 
Fermentation 
Zellausbeute [g/L] 25     (16,5) 30-35 42-50 
Enzymausbeute [U/L] 1157 (1297) 296 423 
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Die Gesamtaktivitäten pro Liter Fermentationsmedium lagen hier deutlich höher als bei Bö-
nitz (2001) beschrieben, wo maximal 125 Units pro Liter erreicht wurden. In der Arbeit von 
Peters (1993) liegen hierzu keine Angaben vor. Die spezifische Aktivität im Rohextrakt lag 
hier bei Zellen aus der Schüttelkolben-Kultivierung ebenfalls höher (0,6 U mg –1 gegenüber 
0,32 U mg-1 bei Bönitz), bei Peters wurden ebenfalls spezifische Aktivitäten von 0,6 U mg-1 
Protein erreicht.  
 
Die Proteinaufreinigung erfolgte über eine zweistufige Polyethylenglykol-Präzipitation mit 
den Konzentrationen 2,5 und 17 % PEG 4000. Im Anschluss an die PEG-Präzipitation wurde 
die Enzymlösung gefriergetrocknet und das Lyophilisat bei –20 °C gelagert. Zum Teil wurde 
mit diesem Präparat direkt weitergearbeitet, zum Teil wurde ein weiterer Aufreinigungsschritt 
über eine Anionenaustauschchromatographie durchgeführt. Die Elution der gebundenen Pro-
teine erfolgte über einen Stufengradienten. Bei 92 mM Natriumchlorid wurden Proteine elu-
iert, die nur eine relativ schwache ionische Bindung zur Matrix eingegangen waren. Die Bin-
dung der Carbonyl-Reduktase wurde bei einer Salzkonzentration von 260 mM gelöst. Im An-
schluss daran wurde eine Ultrafiltration der FPLC-Fraktionen mit Aktivität durchgeführt, da 
bei der Elution von der Säule große Volumina anfielen. Das Retentat wurde lyophilisiert und 
bei –20 °C gelagert. Die spezifische Aktivität, der Aufreinigungsfaktor und die 
Enzymausbeute nach den jeweiligen Aufreinigungsschritten sind im Anhang wiedergegeben. 
 
Das Lyophilisat nach der PEG-Präzipitation besaß eine spezifische Aktivität von 1,95 U mg-1. 
Aus einer 1-L-Schüttelkolben-Fermentation konnten nach Zellaufschluss, Aufreinigung mit-
tels PEG-Präzipitation und Anionenaustauschchromatographie, mit anschließender Ultrafiltra-
tion und Lyophilisation des Enzympräparates 513 U aktives Enzym aufgereinigt werden. Die 
spezifische Aktivität betrug 5,66 U mg-1. Die Hauptverluste traten bei der Lyophilisation der 
Enzymlösungen auf; für die Langzeitstabilität der Präparate war eine Gefriertrocknung jedoch 
notwendig. Die Lagerung mit 50 % Glycerin bei –20 °C war ebenfalls möglich, über mehrere 
Monate hinweg erwies sich das Enzympulver jedoch als stabiler. Ein weiterer Nachteil von 
Glycerin-Enzymlösungen ist die Verdünnung durch Zugabe des Kryprotektants. Für die späte-
re Herstellung von enzymhaltigen Immobilisaten waren jedoch sehr konzentrierte Lösungen 
mit hoher Aktivität notwendig. 
 
Der Vergleich der hier durchgeführten Aufreinigung mit den Literaturdaten zeigt große Un-
terschiede: bei Bönitz (2001) wurde bei der Anionenaustauschchromatographie eine 72-fache 
Aufreinigung mit nur ca. 5 % Verlust erreicht. Bei Peters (1993) wurde eine 63-fache Aufrei-
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nigung erreicht, mit ebenfalls nur sehr geringen Verlusten. Eine mögliche Erklärung für diese 
starken Unterschiede könnte in der Art der Matrix des Anionenaustauschers liegen (Q-
Sepharose FF bei Peters und Bönitz, hier Macroprep High Q) oder der Art des Gradienten. 
Hier wurde anstelle des linearen Gradienten ein Stufengradient verwendet. Vorversuchen hat-
ten jedoch bessere Ergebnisse unter diesen Bedingungen gezeigt. Wahrscheinlich liegt der 
Grund in der Stabilität des jeweils verwendeten Enzympräparates, die in diesem Fall zu ge-
ring war, wodurch es zu starken Verlusten der Aktivität kommen konnte. Die Zusammenset-
zung des Rohextraktes hängt stark von den Fermentationsbedingungen ab, eventuell wurde 
hier durch die Kultivierung in Schüttelkolben eine starke CPCR-Bildung begünstigt, jedoch 
auch eine Anzahl von proteolytischen Enzymen gebildet, die zu einer schnelleren Inaktivie-
rung der Carbonyl-Reduktase führten. 
  
Für industrielle Anwendungen weist die hier aufgereinigte Carbonyl-Reduktase aus C. pa-
rapsilosis eine zu geringe spezifische Aktivität auf, vor allem ist jedoch die Gesamtaktivität, 
die pro Gramm Zellmasse aufgereinigt werden kann, zu gering und dadurch unökonomisch 
für Produktionen in größerem Maßstab. Hier wäre die Herstellung rekombinanter CPCR not-
wendig, um größere Enzymmengen zur Verfügung stellen zu können. Mit Hilfe von Histidin-
Resten könnte zusätzlich die Aufreinigung vereinfacht und Verluste reduziert werden. An der 
Herstellung rekombinanter CPCR wird gearbeitet, seit kurzem ist ein Präparat von der Firma 
X-Zyme käuflich zu erwerben. Eine weitere Alkohol-Dehydrogenase aus C. parapsilosis (IFO 
1396) wurde von einer japanischen Arbeitsgruppe in E. coli kloniert (Yamamoto et al., 1995). 
                                               
 
3.1.2 Protein-Analyse 
 
In den ersten Veröffentlichungen nach dem Entdecken der CPCR im Rahmen eines Scree-
nings von 65 Mikroorganismen (Peters et al., 1992) wurde für die CPCR ein scheinbares Mo-
lekulargewicht von 135 kDa bzw. ca. 67 kDa pro Untereinheit beschrieben (Peters, 1993; Pe-
ters et al., 1993). Ab 1999 wurde dieser Wert korrigiert, in den Arbeiten von Rissom (1999) 
und Orlich (2000) wurde, basierend auf zunächst unveröffentlichten Daten von Bönitz (2001) 
für die CPCR eine Molmasse von 78 –79 kDa postuliert. Dies entspricht den Daten aus dem 
Patent einer japanischen Arbeitsgruppe über ein Enzym namens CpADH aus Candida pa-
rapsilosis IFO 1396 (entspricht DSM 5784), (Kojima et al., 1995), welches Ähnlichkeiten zur 
CPCR aufweist und aus diesem Grund in der Charakterisierung mit diskutiert wird. Um das 
tatsächliche Molekulargewicht des Enzyms, welches hier aufgereinigt und näher untersucht 
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wurde, abschätzen zu können, sowie um die Qualität des Präparates nach der Aufreinigung zu 
überprüfen, wurde eine diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese durchgeführt. Vor dem 
Auftragen der Probenlösung auf das Gel wurde zunächst eine Denaturierung der Proteine 
durch Zusatz von SDS und Hitzezufuhr durchgeführt, damit im Gel eine Auftrennung der 
einzelnen Protein-Untereinheiten nach ihrem Molekulargewicht erfolgen kann. Neben ver-
schiedenen Fermentationsproben wurde auch die kommerziell erhältliche Enzymlösung von 
Jülich Fine Chemicals mit untersucht. 
 
In Abbildung 4 ist die Proteinauftrennung in einem entsprechenden SDS-Page zu erkennen. In 
den Proben L1, L2 und L3, aufgereinigten Enzymproben aus unterschiedlichen Fermentations-
arten, traten relativ viele Banden auf. Dies lässt darauf schließen, dass durch die Aufreinigung 
nicht alle Fremdproteine entfernt werden konnten. Sowohl bei ca. 40 kDa als auch bei 67/68 
kDa sind Banden erkennbar. Eine Identifizierung der CPCR-Untereinheiten ist deshalb nicht 
möglich. In der Probe „Jü“, der CPCR-Lösung von Jülich Fine Chemicals, entspricht die 
stärkste Bande einem Molekulargewicht von ca. 40 kDa. In der Größenordnung von 67 kDa, 
wie die Größe der Untereinheiten für dieses Präparat beschrieben ist, ist ebenfalls eine Bande 
erkennbar. Auch in dieser Probe sind noch Fremdproteine enthalten, auch wenn sie zum Teil 
eine etwas andere Größe aufweisen als in dem selbstaufgereinigten Präparat. Dies könnte auf 
leichte Unterschiede in der Aufreinigung oder auf ein etwas unterschiedliches Proteinmuster 
in den verwendeten Hefestämmen, eventuell durch den Einfluss der Fermentationsbedingun-
gen, zurückzuführen sein. 
   M1   L1   Jü    L2   M2   L3     
67/68 kDa 66,3 kDa 
 55,4 kDa                        
ca. 40 kDa 
36,5 kDa 
31,0 kDa 
Abbildung 4: SDS-Page    
M1: Marker 1 (Mark12TM Wide Range) 
L1: Lyophilisat einer aufgereinigten Fermenter-Probe 
Jü: Probe von Jülich Fine Chemicals 
L2: Lyophilisat einer aufgereinigten Schüttelkolben-Probe 
M2: Marker aus BSA und Ei-Albumin 
L3: hoch aktives Lyophilisat einer aufgereinigten Schüttelkolben-Probe 
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Zusätzlich wurde eine native Gelelektrophorese durchgeführt. Dies sollte dazu dienen, einen 
Vergleich der CPCR aus den selbstaufgereinigten Proben und dem Enzym von Jülich Fine 
Chemicals ziehen zu können. Auf diese Weise sollte festgestellt werden, ob die hier aufgerei-
nigte und näher charakterisierte CPCR mit dem von Jülich Fine Chemicals käuflich zu erwer-
benden Präparat tatsächlich identisch ist. Möglich wäre auch, dass neben der CPCR noch eine 
weitere Alkohol-Dehydrogenase in Candida parapsilosis gebildet wird und je nach Fermenta-
tionsbedingungen das eine oder das andere Enzym vornehmlich expremiert wird. Der isoe-
lektrische Punkt der CPCR wird in der Literatur bei pH 6,8 beschrieben (Peters, 1993: Ze-
linski, 1995 und Bönitz, 2001), wodurch eine Gelelektrophorese nach Laemmli (1970) durch-
geführt werden konnte. Durch einen mit dem nativen Gel durchgeführten Aktivitätstest kön-
nen die Bereiche im Gel, die in der Lage sind, unter Oxidation von (S)-Phenylethanol NAD+ 
zu reduzieren, dunkelrot angefärbt werden. Das Laufverhalten von Proteinen in einem nativen 
Polyacrylamid-Gel hängt von ihrem Molekulargewicht, der Molekülform und Ladung ab. 
Falls es sich um identische Enzyme handelt, sollte sich das Gel an der selben Stelle anfärben.  
 
In allen verwendeten Enzympräparaten war Aktivität lediglich im oberen Bereich des Gels 
lokalisiert und nicht einer genau definierten Bande zuzuordnen. Diese Ergebnisse ermöglich-
ten keinen eindeutigen Vergleich der verschiedenen Enzympräparate. Aus diesem Grund 
wurden anschließend die Bereiche des Gels, die sich im Aktivitätstest anfärbten, ausgeschnit-
ten und die enthaltenen Proteine denaturiert und in einem SDS-Page aufgetrennt. Abbildung 5 
zeigt die Proteinverteilung nach der Auftrennung in der denaturierenden Polyacrylamid-
Gelelektrophorese.  
 
                                       
 L1    M1   Jü    Jü   M2  L1 
98 kDa 
64 kDa 
50 kDa 
30 kDa 
16 kDa 
Abbildung 5: SDS Page mit Silberfärbung, Proben aus einem nativen Gel aufgetrennt  
L1: Lyophilisat einer aufgereinigten Schüttelkolben-Probe  
M1: Markerproteine BSA (67/68 kDa) und Ei-Albumin (ca. 40-45 kDa) 
Jü: Probe von Jülich Fine Chemicals 
M1: Marker Seeblue Prestained 
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Man erkennt deutlich, dass in allen Ansätzen noch große Proteinmengen vorhanden waren. 
Wahrscheinlich wurden die Proteine in der nativen Gelelektrophorese nicht aufgetrennt, son-
dern blieben alle etwas unterhalb der Probentasche im Gel hängen. Nur wenige Proteine wur-
den im nativen Gel abgetrennt. Sowohl in der Größenordnung von 67 kDa, als auch von 36-40 
kDa sind Banden erkennbar, so dass eine Identifizierung der Größe der CPCR-Untereinheiten 
nicht möglich war. 
 
 
3.1.3 Charakterisierung der nativen CPCR 
 
Da es sich bei der Carbonyl-Reduktase aus Candida parapsilosis um ein nicht-rekombinantes 
Enzym aus dem Wildtyp-Stamm handelt, kann es in den einzelnen Präparaten zu Unterschie-
den in der Aktivität und eventuell auch  zu einer Verschiebung der für dieses Präparat optima-
len Bedingungen kommen, vor allem bei nur teil-aufgereinigten Enzymen. Hervorgerufen 
werden können diese z. B. durch etwas unterschiedliche Fermentationsbedingungen. Bei 
batch-Fermentationen im Rührfermenter, vor allem aber im Schüttelkolben, sind die Kon-
trollmöglichkeiten sehr begrenzt, so dass leichte Variationen zwischen den einzelnen Fermen-
tationen auftreten können. Auch bei der Aufreinigung der Biokatalysatoren aus verschiedenen 
Fermentationen treten Unterschiede auf. Je nach gebildetem Proteinmuster fallen bei der 
PEG-Präzipitation unterschiedlich viele Fremdproteine pro Fällungsschritt aus, wodurch die 
Reinheit der Präparate etwas variieren kann. Auch die Lagerung kann eine Rolle spielen, ob 
eine Lyophilisation der Enzymlösung durchgeführt wurde, oder ob sie mit Glycerin versetzt 
direkt gelagert wurde, sowie das Alter der Hefezellen, aus denen das Enzym aufgearbeitet 
wurde. Das Vorkommen von verschiedenen Isoformen des Enzyms oder auch von mehreren 
Alkohol-Dehydrogenasen im verwendeten Hefestamm wäre eine weitere Möglichkeit, dies 
wurde jedoch noch nicht für diesen Hefestamm beschrieben. 
 
Die Literaturdaten weisen zum Beispiel im Hinblick auf das Temperaturoptimum der CPCR 
erhebliche Unterschiede auf. Sowohl bei Peters (1993) als auch bei Bönitz (2001) wird ein 
Temperaturoptimum von 37 °C beschrieben, während es bei Liese (1998) erst bei einer Tem-
peratur zwischen 50 und 55 °C erreicht wird. Aus diesem Grund wurde eine Charakterisie-
rung und Optimierung des selbst hergestellten Enzympräparates durchgeführt sowie ein Ver-
gleich zu dem von Jülich Fine Chemicals käuflich zu erwerbenden Präparates gezogen, wel-
ches als flüssige Enzymlösung in 50 % Glycerin lieferbar ist und bei – 20 °C gelagert werden 
kann. Zusätzlich gibt es noch ein weiteres als CpADH bezeichnetes Enzym, welches ebenfalls 
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aus Candida parapsilosis stammt, das von einer japanisches Arbeitsgruppe beschrieben, klo-
niert und charakterisiert wurde (Kojima et al., 1995). Mit diesem Biokatalysator konnte nicht 
gearbeitet werden, aber soweit vorhanden, wurden die in der Literatur beschriebenen Daten 
als Vergleich hinzugezogen. 
 
Temperaturoptimum und Temperaturstabilität 
Die folgende Graphik (Abbildung 6) zeigt die Aktivität der Carbonyl-Reduktase bei Tempera-
turen zwischen 25 und 52 °C, bestimmt bei einer Messdauer von 2 Minuten.  
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Abbildung 6: Temperaturoptimum der CPCR, photometrisch bestimmt über 2 Minuten Messdauer 
 
Die maximale Aktivität konnte bei einer Temperatur von 48 °C gemessen werden; oberhalb 
dieser Temperatur blieb die Aktivität zunächst noch auf hohem Niveau. Aus technischen 
Gründen betrug die maximale Temperatur, bei der gemessen werden konnte, 52 °C. Die er-
mittelten Daten für das Temperaturoptimum entsprechen den von Liese (1998) ermittelten, 
der ein Maximum der Aktivität der Carbonyl-Reduktase bei einer Temperatur von 50 – 55 °C 
beschreibt. Sowohl Peters (1993) als auch Bönitz (2001) ermittelten als optimale Temperatur 
für die Reduktion 37 °C. Diese Temperatur wird auch für das Enzym-Präparat von Jülich Fine 
Chemicals angegeben. Für die CpADH wird, wie hier für die CPCR bestimmt, ebenfalls das 
Maximum bei 50 °C beschrieben (Kojima et al., 1995). Die verschiedenen Temperaturoptima 
könnten auf den Einsatz unterschiedlich stark aufgereinigter Enzymlösungen oder auf die 
Anwesenheit des Glycerins, wie es zum Beispiel im Präparat der Firma Jülich Fine Chemicals 
enthalten ist, zurückzuführen sein.  
 
Trägt man den natürlichen Logarithmus der Aktivität gegen den reziproken Wert der Tempe-
ratur auf kann aus dem linearen Bereich (hier zwischen 25 und 45 °C) eine Aktivierungsener-
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gie von 43 kJ mol-1 berechnet werden. Dieser Wert stimmt gut mit der von Peters (1993) be-
stimmten Aktivierungsenergie von 42 kJ mol-1 für die Reduktion von Ketonen überein, trotz 
des unterschiedlichen Temperaturoptimums. Liese (1998) hingegen beschreibt für die Reduk-
tion von 2-Octanon eine Aktivierungsenergie von 61 kJ mol-1. Die Aktivierungsenergie der 
CpADH für die Reduktion von Ketonen ist nicht beschrieben. 
 
Eine Erhöhung der Reaktionstemperatur führt nicht nur zu einer Steigerung der Umsatzge-
schwindigkeit, sondern auch zu einer Verringerung der Stabilität. Tabelle 3 zeigt die tempera-
turabhängigen Halbwertszeiten der nativen CPCR, bei einem pH-Wert von 7,0. Allerdings 
sind hier nicht die Absolutwerte für die Stabilität gezeigt, sondern ein Vergleich der Stabilität 
bei unterschiedlichen Temperaturen. Höhere Biokatalysator-Konzentrationen, der pH-Wert 
und die Zugabe von Stabilisatoren haben ebenfalls einen Einfluss auf die Stabilität und kön-
nen zu einer längeren Aktivitätsperiode führen. aus diesen Daten ermittelten  
 
Tabelle 3: Halbwertszeit der nativen CPCR 
T [°C] τ [h] 
4 433,2 
20 92,4 
22 58,7 
25 32,1 
28 34,7 
30 23,8 
32 18,1 
37 16,6 
40 13,9 
46 10,9 
 
Bei einer Temperatur von 4 °C weist die CPCR eine sehr hohe Stabilität auf, die Halbwerts-
zeit liegt bei 18 Tagen. Mit Erhöhung der Temperatur verringert sich die Stabilität zunächst 
sehr stark, die Halbwertszeit reduzierte sich bei einer Temperaturerhöhung von 20 auf 25 °C 
auf ca. ein Drittel. Oberhalb dieser Temperatur nahm die Halbwertszeit weniger drastisch mit 
der Temperatur ab. Ab einer Temperatur von 30 °C liegt die Halbwertszeit der nativen Car-
bonyl-Reduktase unterhalb von 24 Stunden. 
 
pH-Optimum und pH-Stabilität 
 
Abbildung 7 zeigt die Ergebnisse zur Bestimmung der relativen Aktivität in Abhängigkeit 
vom pH-Wert des Puffers, sowie die Halbwertszeit der CPCR bei entsprechenden pH-Werten. 
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Abbildung 7: Aktivität und Halbwertszeit der CPCR in Abhängigkeit vom pH-Wert 
 
Die höchste Aktivität wurde bei einem pH-Wert von 6,0 gemessen. Die Enzymlösung wies 
zwischen pH 5,5 und 7,25 noch knapp 80 % der Aktivität auf, Werte unterhalb von pH 5,5 
wurden nicht gemessen. Bei dem höchsten hier gemessenen pH-Wert von 8 lag die Aktivität 
nur noch bei 52 % im Vergleich zur höchsten Aktivität bei pH 6. Die höchste Stabilität lag im 
basischen Bereich, bei pH 7,5 bis pH 8. Aufgrund der niedrigen Aktivität der CPCR bei pH-
Werten im basischen Bereich wurde die Stabilität bei pH-Werten über pH 8 nicht bestimmt. 
 
Wie auch bei der Bestimmung des Temperaturoptimums weichen diese Werte von den bereits 
veröffentlichten Daten von Peters (1993) und Bönitz (2001) ab, die eine maximale Aktivität 
bei einem pH-Wert von 7,8 – 7,9 bestimmten. In diesem Fall sind auch Unterschiede zu den 
von Liese (1998) veröffentlichten Daten festzustellen, der eine maximale Aktivität und Stabi-
lität bei pH 7 beschreibt. Das pH-Optimum der CpADH (Kojima et al., 1995) liegt für die 
Reduktion bei pH 5,5 – 6,5, also in dem Bereich, wo es hier für die CPCR detektiert wurde. 
Die maximale Stabilität der CpADH wurde ebenfalls im basischen pH-Bereich ermittelt, zwi-
schen pH 8 und 10. Bei der CpADH scheint es sich zumindest um eine der CPCR sehr ähnli-
chen Alkohol-Dehydrogenase zu handeln, falls nicht sogar um das gleiche Enzym. 
 
Bei der Charakterisierung der CPCR, die nach Fermentation von C. parapsilosis und an-
schließender Aufreinigung erhalten wurde, zeigten sich zum Teil erhebliche Unterschiede zu 
den Literaturdaten über dieses Enzym (Kula und Peters 1993; Peters, 1993; Peters et al., 1993; 
Bönitz, 2001; Liese, 1998). Dies betraf die Optima für Temperatur und pH-Wert. Die Protein-
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analyse (Punkt 3.1.4) zeigte bereits, dass weder das selbstaufgereinigte Enzympräparat, noch 
die CPCR, die von Jülich Fine Chemicals käuflich zu erwerben ist, wirklich rein sind. In ent-
sprechenden Polyacrylamid-Gelen konnte eine Vielzahl von Proteinen unterschiedlicher Grö-
ße detektiert werden. Eventuell könnten die Unterschiede in den Optima darauf beruhen, dass 
noch vorhandene Bestandteile des Fermentationsmediums, Puffer, Salze oder Polyethylengly-
kol von der Aufreinigung bzw. Glycerin, welches zur Stabilisierung eingesetzt wurde, Ein-
fluss auf die optimalen Bedingungen haben. Um alle möglicherweise störenden Substanzen zu 
entfernen, wurden sowohl das selbstaufgereinigte Präparat als auch die CPCR-Lösung von 
Jülich Fine Chemicals dialysiert. Nach einer Dialyse über Nacht bei 8 °C in 100 mM TEA-
Puffer pH 7,8 wurden die Optima der Enzymlösungen bestimmt. Das Temperaturoptimum 
wurde über einen Zeitraum von 2 Minuten bestimmt, um den Einfluss einer thermischen Inak-
tivierung möglichst gering zu halten. Bei der selbst hergestellten CPCR traten keine signifi-
kanten Unterschiede zu den vorher bestimmten Optima auf. Bei der Lösung von Jülich Fine 
Chemicals wurde die maximale Aktivität nach der Dialyse zwischen 43 und 47 °C detektiert. 
Das Optimum wurde in der Literatur bei einer Temperatur von 37 °C beschrieben. Das pH-
Optimum verschob sich durch die Dialyse ebenfalls, von pH 7,8 auf 5 - 5,5. Damit lag es so-
gar noch niedriger als bei der selbst-aufgereinigten CPCR.  
 
Eine weitere Möglichkeit wäre, dass verschiedene, ähnliche Alkohol-Dehydrogenasen in C. 
parapsilosis vorkommen und je nach Fermentationsbedingungen expremiert werden. Dies ist 
z. B. für die Bäckerhefe S. cerevisiae beschrieben. Je nach Fermentationsbedingungen können 
verschiedene ADHs expremiert werden (Ehrler et al., 1986). Dabei haben die Anwesenheit 
von Ethanol, die Begasung und das Alter der Hefezellen Einfluss auf die Expression (Wipf et 
al., 1983). Unter anaeroben Bedingungen kann neben vier verschiedenen Isoenzymen, die 
NAD+-abhängig sind, zusätzlich eine NADP+-abhängige Alkohol-Dehydrogenase gebildet 
werden (Van Iersel et al., 1997). Das Vorkommen zumindest einer weiteren ADH ist von Pe-
ters (1993) auch für C. parapsilosis beschrieben: Bei Wachstum der Hefe in einem Vollmedi-
um mit Pepton und Malzextrakt erfolgt die Expression einer (R)-spezifischen ADH. Ein Ein-
fluss der Begasung wurde hingegen nicht beschrieben; aber es wäre möglich, dass noch eine 
weitere (S)-spezifische Alkohol-Dehydrogenase expremiert werden kann. 
 
Stabilität in Gegenwart von Hexan 
Für den Einsatz in einem Zwei-Phasen-System, wie auch im gelstabilisierten Zwei-Phasen-
System, ist die Stabilität der CPCR in Gegenwart des organischen Lösungsmittels eine inte-
ressante Größe. Viele Biokatalysatoren werden durch organische Lösungsmittel bzw. die 
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Grenzfläche zu einem solchen inaktiviert (Ghatorae et al., 1994; Halling, 1994; Halling et al., 
1998). Sensibilität gegenüber organischen Lösungsmitteln ist bei Oxidoreduktasen verbreitet; 
dies ist unter anderem für Alkohol-Dehydrogenasen, wie die YADH und die HLADH bekannt 
(Keinan et al., 1986). Auch die Formiat-Dehydrogenase aus Candida boidinii weist eine hohe 
Instabilität gegenüber organischen Lösungsmitteln auf (Gröger et al., 2003, Gröger et al., 
2004). 
 
Die Stabilität der CPCR wurde in Ansätzen mit 25, 50 und 75 % Anteil organischer Phase am 
Gesamtvolumen bestimmt (v/v). Die wässrige Phase mit 0,5 U CPCR wurde mit Hexan über-
schichtet (auf ein Gesamtvolumen von 1 mL). Die Unterphase wurde dabei mit einem Rühr-
fisch durchmischt, die Phasen selber blieben aber unvermischt. In diesem Zwei-Phasen-
System wurde die Stabilität nativer CPCR bei einer Temperatur von 25 °C untersucht, bei 
Kontakt zum organischen Lösungsmittel Hexan. Tabelle 4 gibt die Halbwertszeit der CPCR in 
den Zwei-Phasen-Systemen wieder, bei unterschiedlichen Verhältnissen von wässriger zu 
organischer Phase. 
 
Tabelle 4: Halbwertszeit nativer CPCR im Zwei-Phasen-System aus Puffer und Hexan 
Anteil Hexanphase t1/2 [h] 
25 % 44,7 
50 % 41,5 
75 % 21,9 
 
Mit zunehmendem Volumen der Hexanphase im Vergleich zur Wasserphase sinkt die Halb-
wertszeit der Carbonyl-Reduktase. Dies kann dadurch erklärt werden, dass das Verhältnis der 
Grenzfläche zum Volumen der Wasserphase mit steigendem Anteil der Hexanphase zunimmt, 
da das Gesamtvolumen konstant gehalten wurde. In den hier verwendeten GC-Vials wurden 
750, 500 und 250 µL wässrige Phase eingesetzt und mit Hexan überschichtet (Gesamtvolu-
men 1 mL). Die Größe der Grenzfläche beträgt 0,79 cm2. Wird nun, wie im dritten Ansatz, 
lediglich 250 µL wässrige Phase eingesetzt, verdreifacht sich das Verhältnis von Grenzfläche 
zum Volumen der Wasserphase gegenüber dem 1. Ansatz. Dadurch herrscht ein intensiverer 
Kontakt zwischen den Biokatalysatormolekülen und dem organischen Lösungsmittel als bei 
einer größeren wässrigen Phase, in der die Enzyme seltener auf die Grenzfläche treffen. Die 
Halbwertszeit der nativen CPCR bei pH 7,5 und 25 °C, ohne Kontakt zu einem organischen 
Lösungsmittel, betrug 61,3 h. Durch die Grenzfläche reduzierte sich die Stabilität dement-
sprechend auf 73, 68 bzw. 36 % (bei 25 %, 50 und 75 % Hexanphase). Die CPCR weist damit 
eine höhere Sensibilität gegenüber Hexan als zum Beispiel die Alkohol-Dehydrogenase aus 
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Rhodococcus erythropolis (ReADH) auf. Die ReADH blieb über 66 bis 69 Stunden lang stabil 
in einem Zwei-Phasen-System aus Wasser und 10 – 20 % Hexan (Gröger et al., 2003). Bei 
einer Mutante der rekombinanten Formiat-Dehydrogenase aus C. boidinii wurde nach ca. 3 
Tagen 92 und 90 % Restaktivität gefunden (bei 10 und 20 % Hexan). Für die nicht-genetisch 
veränderte FDH sind keine detaillierten Werte zur Stabilität in einem entsprechenden System 
bekannt, es wird lediglich eine niedrige Stabilität in organischen Medien beschrieben. Die 
Restaktivität der Carbonyl-Reduktase nach Inkubation in reinem Hexan betrug nach ca. 15 
Minuten 87 %, die HLADH weist eine wesentlich höhere Stabilität in reinem Hexan auf, An-
dersson et al. (1998) fanden nach 20 Stunden 90 % Restaktivität. Die Stabilität des Nicotina-
mid-Adenin-Dinukleotid-Cofaktors wird durch organische Lösungsmittel nicht beeinflusst 
(Adlercreutz, 1996). Trotz der verringerten Halbwertszeit der nativen CPCR in Gegenwart 
von Hexan scheint das System für die Reduktion hydrophober Verbindungen, die in einem 
wässrigen Lösungsmittel nur in sehr geringen Konzentrationen einsetzbar wären, geeignet zu 
sein. 
 
 
3.1.4 Substratspektrum der CPCR 
 
Aufgrund der Unterschiede, die bei der Bestimmung der pH- und Temperaturoptima zu den 
Literaturdaten (und innerhalb der Literaturdaten) ermittelt wurden, wurde das Substratspekt-
rum der CPCR nicht nur im Hinblick auf neue Substrate untersucht. Die Aktivität zu ver-
schiedenen, von Kula und Peters, 1993 oder von Jülich Fine Chemicals beschriebenen Ver-
bindungen wurde untersucht und mit den Literaturdaten verglichen.  
 
Für das Substratscreening wurden verschiedene aliphatische, aromatische und cyclische Ke-
tone, Diketone und Diketoester untersucht. Die Verbindungen wurden 8 mM im Aktivitätstest 
eingesetzt und die Reaktion über einen Zeitraum von 2-5 Minuten verfolgt. Grund für die un-
terschiedlichen Zeiten war die zum Teil stark variierende Aktivität der CPCR zu den einzel-
nen Substraten; bei hoher Aktivität war innerhalb von 5 Minuten bereits eine Limitierung er-
kennbar, während bei geringer Aktivität die Genauigkeit bei längerer Messdauer zunahm. Die 
Aktivität zum Standard-Substrat ABEE (ebenfalls 8 mM) wurde als 100 % festgesetzt und die 
gemessenen Reaktionsgeschwindigkeiten darauf bezogen. Bei Verbindungen, die eine gerin-
gere Löslichkeit als 8 mM in Puffer aufwiesen, wurde diese mit einem Löslichkeitsvermittler 
(DIMEB, 50 mM in TEA-Puffer) erhöht. Dies war vor allem bei Acetophenon-Derivaten 
notwendig. Eine Konzentration von 8 mM war aus dem Grunde gewählt worden, dass das 
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Substratscreening gemäß Patent von Kula und Peters (1993) unter diesen Bedingungen durch-
geführt worden war und hier ein Vergleich zwischen den Aktivitäten gezogen werden sollte. 
Von der Firma Jülich Fine Chemicals ist ebenfalls das Substratspektrum der dort käuflich zu 
erwerbenden CPCR untersucht, allerdings wurde dort unter anderen Bedingungen gemessen, 
bei 35 mM Substratkonzentration. Dadurch wird die Vergleichbarkeit der relativen Aktivitä-
ten (bezogen auf ABEE) schwierig, da je nach Km-Wert des Enzyms zu den entsprechenden 
Verbindungen die Aktivität bei unterschiedlichen Konzentrationen stark variieren kann. 
 
Die Analyse des Substratspektrums ergab, dass eine Vielzahl von prochiralen Verbindungen 
reduziert werden kann. Sowohl Acetophenon-Derivate als auch aliphatische und cyklische 
Ketone, Diketone und Diketoester werden akzeptiert und umgesetzt.  
 
Aromatische Verbindungen 
Abbildung 8 zeigt die Aktivität der CPCR bezüglich des Umsatzes verschiedener Acetophe-
non-Derivate im Vergleich zum Standardsubstrat Acetylbuttersäureethylester. 
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Abbildung 8: Aktivität der CPCR zu verschiedenen Acetophenon-Derivaten im Vergleich zur Reduktion von 
ABEE (100 %), photometrische Bestimmung über 2-5 Minuten bei 37 °C, 8 mM Substrat, 2,5 
mM NADH + H+ 
 
Die höchste Aktivität der CPCR wurde bei der Klasse der halogenierten Acetophenon-
Derivate bestimmt, das chlorierte, para-substituierte Acetophenon zeigte sich als das am bes-
ten akzeptierte Acetophenon-Derivat, mit 124 % Aktivität. Im Folgenden sind die Verbindun-
gen mit Umsatzgeschwindigkeit aufgelistet und untereinander verglichen. Sofern vorhanden, 
wurden die Literaturdaten als Vergleich hinzugezogen und jeweils neben der Tabelle aufge-
führt.  
 
In Tabelle 5 ist Acetophenon mit vier Acetophenon-Derivaten, die an der para-Position halo-
geniert sind, aufgeführt; alle fünf Verbindungen werden als Substrat akzeptiert und umgesetzt. 
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4´-Iodoacetophenon wurde hier erstmals als Substrat der Carbonyl-Reduktase aus Candida 
parapsilosis untersucht. Die Aktivität zu 4´-Fluoro- und 4´-Iodoacetophenon beträgt ca. 75 %, 
also genauso hoch wie für das nicht-substituierte Acetophenon. 4´-Bromoacetophenon wird 
ungefähr so gut wie das Standardsubstrat Acetylbuttersäureethylester umgesetzt, die Aktivität 
zu 4´-Chloroacetophenon beträgt 124 %.  
 
Tabelle 5: Acetophenon und halogenierte Acetophenon-Derivate  
Molekülname Aktivität CPCR [%] Patent [%] JFC [%]
Acetophenon 74,5 34 27
4´-Fluoroacetophenon 75,4 40 40
4´-Chloroacetophenon 124,3 19
4´-Bromoacetophenon 102,6 40 40
4´-Iodoacetophenon 74,2
Cl
O
F
O
Br
O
I
O
O
 
Hier treten starke Unterschiede in der bestimmten Aktivität zu Acetophenon und den Ace-
tophenon-Derivaten auf. Eine Schwierigkeit beim Vergleich der Derivate ist ihre sehr 
schlechte Wasserlöslichkeit, die für alle vier Verbindungen unterhalb von 8 mM liegt. Für die 
Aktivitätsmessung konnte die Löslichkeit mit 50 mM DIMEB auf 10 mM erhöht werden, so 
dass die Konzentration im Ansatz 8 mM betrug. Aber es ist nicht bekannt, bei welcher Kon-
zentration die Aktivität für das Patent oder bei JFC gemessen wurde. Eventuell sind darauf die 
Unterschiede in der Aktivität im Vergleich zu ABEE zurückzuführen.  
 
Am Beispiel des Chloroacetophenons wurde untersucht, in wieweit die Position des Substi-
tuenten am Phenylring einen Einfluss auf die Umsatzgeschwindigkeit besitzt (Tabelle 6). 
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Tabelle 6: Position des Chlor-Atoms am Ring 
Molekülname Aktivität CPCR [%] Patent [%] JFC [%]
2´-Chloroacetophenon 0 0 0
3´-Chloroacetophenon 38,3 35 35
4´-Chloroacetophenon 124,3 19
Cl
O
O
Cl
OCl
 
Die höchste Reaktionsgeschwindigkeit wurde bei para-substituiertem Chloroacetophenon 
erreicht, bei einer Halogenierung in ortho-Position wurde keine Aktivität festgestellt. Die Ak-
tivität zu meta-Chloroacetophenon ist ungefähr halb so groß wie zum Acetophenon. Auch im 
Patent und bei Jülich Fine Chemicals wurde keine Aktivität für das ortho-Chloroacetophenon 
bestimmt, die Umsatzgeschwindigkeit des 3´-Chloroacetophenons ist vergleichbar, auch wenn 
diese bis maximal 5 mM in Wasser löslich ist. Dementsprechend wurde hier wahrscheinlich 
auch bei unterschiedlichen Substratkonzentrationen gemessen. 
 
Vier weitere, para-substituierte Acetophenon-Derivate wurden untersucht, Tabelle 7 zeigt die 
entsprechenden Umsatzraten. Diese Verbindungen sind erstmals als Substrate der CPCR un-
tersucht worden, dementsprechend sind keine Literaturdaten vorhanden.  
 
Tabelle 7: para-substituierte Acetophenon-Derivate 
Molekülname Aktivität CPCR [%]
4´-Nitroacetophenon 18,7
4´-Hydroxyacetophenon 0
4´-Methoxyacetophenon 17,33
4´-Benzyloxyacetophenon 0
H3CO
O
O
H2CO
O2N
O
HO
O
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Zwei der hier erstmals untersuchten Verbindungen wurden als Substrat akzeptiert, die Aktivi-
tät zum p-Nitroacetophenon war geringfügig höher als zum p-Methoxyacetophenon. Weder p-
Hydroxyacetophenon, noch p-Benzyloxyacetophenon wurden von der Carbonyl-Reduktase 
umgesetzt. Bei mehrfach-substituierten Derivaten konnte lediglich bei einer der untersuchten 
Verbindung Aktivität festgestellt werden, weder dihydroxy- noch dimethoxyliertes Acetophe-
non konnte umgesetzt werden. 3´-5´-Bis(trifluoromethyl)Acetophenon wurde mit einer Akti-
vität von 13 %, bezogen auf das Standardsubstrat, reduziert. 
 
Tabelle 8 gibt einen Überblick über die Aktivität der Carbonyl-Reduktase bei unterschiedli-
cher Kettenlänge bzw. unterschiedlich großem Abstand der Ketogruppe zum Phenylring. 
 
Tabelle 8: aromatische Verbindungen  
Molekülname Aktivität CPCR [%]
Acetophenon 74,5
Benzylaceton 51
Phenoxyaceton 16,5
ß-Chloropropiophenon 13,9
Butyrophenon 5,8
O
O
O
O
O
O
Cl
 
Im Vergleich zu Acetophenon, welches mit einer Aktivität von ca. 75 % im Vergleich zum 
Standardsubstrat reduziert wird, hat eine Verlängerung der Kette um 2 Kohlenstoffatome zwi-
schen Ring und Ketogruppe eine verringerte Aktivität zur Folge. Die Umsatzgeschwindigkeit 
lag bei Benzylaceton knapp über 50 %. Die Einführung eines Sauerstoffatoms führt zu einer 
stärkeren Verringerung der Akzeptanz dieser Verbindung. Wird die Methylgruppe hinter der 
Ketogruppe durch einen größeren Substituenten ersetzt, reduziert sich die Umsatzgeschwin-
digkeit drastisch. Von diesen Verbindungen wurde bisher, abgesehen vom Acetophenon,  
lediglich ß-Chloropropiophenon als Substrat der CPCR beschrieben, bei Jülich Fine Chemi-
cals wurde für diese Substanz eine Aktivität von 8 % im Vergleich zu ABEE beschrieben. 
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Benzylaceton, Phenoxyaceton und Butyrophenon wurden hier erstmals als Substrate der 
CPCR untersucht. 
 
Zyklische und aliphatische Ketone, Diketone und Diketoester 
Neben aromatischen Verbindungen wurde auch eine Auswahl von zyklischen und aliphati-
schen Substanzen auf ihre Eignung als Substrat der CPCR hin untersucht, siehe Abbildung 9. 
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Abbildung 9: Umsatzgeschwindigkeit der CPCR zu eine Auswahl von aliphatischen und cyclischen Ketonen, 
Diketonen und Dikatoestern            
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Die Aktivität zu Oxalacetat deutet daraufhin, dass in dem verwendeten CPCR-Präparat neben 
der Carbonyl-Reduktase noch zumindest ein weiteres Enzym vorliegt, das durch die Aufrei-
nigung nicht entfernt werden konnte. Dabei scheint es sich um eine Malat-Dehydrogenase 
(MDH) zu handeln, die auch von Bönitz (2001) beschrieben wurde. Die MDH konnte dort 
erst durch eine Affinitätschromatographie von der Carbonyl-Reduktase getrennt werden; ein 
Aufreinigungsschritt, der hier nicht durchgeführt wurde. 
 
In den folgenden Abschnitten ist das Spektrum der aliphatischen Ketone, Diketone und Dike-
toester, sowie der cyclischen Ketone näher beschrieben. 
 
Tabelle 9: aliphatische und cyclische Ketone 
Molekülname Aktivität CPCR [%] Patent [%] JFC [%]
Aceton 52,3 48
2-Pentanon 17 40 40
Cyclopropylmethylketon 4,3
Isobutylmethylketon 33,8
Cyclohexylaceton 16,7
O
O
O
O
O
 
Die höchste Aktivität aus dieser Gruppe von Verbindungen wurde für Aceton detektiert, die 
Reaktionsgeschwindigkeit betrug 52 % im Vergleich zum Standardsubstrat. Die Aktivität zu 
Isobutylmethylketon betrug knapp 34 %. Sowohl für diese Verbindung als auch für Cyc-
lopropylmethylketon und Cyclohexylaceton wurde erstmals die Umsetzung durch die CPCR 
untersucht. Die Reduktion von Aceton und 2-Pentanon wurde bereits  beschrieben, hier wur-
den allerdings relativ starke Unterschiede in der Aktivität gefunden. 
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Tabelle 10: aliphatische Diketone und Diketoester 
Molekülname Aktivität CPCR [%] Patent [%] JFC [%]
2,4-Pentandion 17,5 15 23
Methylacetoacetat 71,2 67 67
Ethylacetoacetat 81,1 76 30
2,5-Hexandion 53,6 46 85
Laevulinsäureethylester 62,9 76 76
ABEE 100 100 100
O
O O
O
O
O
O
O
O
O O
O O
O
OO
 
Die Aktivität der CPCR steigt mit zunehmender Kettenlänge der Diketone bzw. Diketoester. 
Die Einführung einer Estergruppe scheint ebenso wie die Verlängerung der Kohlenstoffkette, 
einen positiven Einfluss auf die Aktivität zu haben. Die bestimmten Aktivitäten passen recht 
gut zu den im Patent beschriebenen, leichte Abweichungen treten jedoch auch hier auf (z. B. 
bei 2,5-Hexandion und Laevulinsäureethylester). Die Unterschiede zu den von Jülich Fine 
Chemicals beschriebenen Daten sind zum Teil erheblich. Für Ethylacetoacetat wurde hier 
eine Aktivität von 81 % bestimmt, im Vergleich zu 30 % bei Jülich Fine Chemicals. Die Un-
terschiede könnten durch die unterschiedlichen Substratkonzentrationen hervorgerufen wor-
den sein; für Ethylacetoacetat z. B. wurde hier zusätzlich die Aktivität bei 100 mM gemessen: 
sie betrug 34 % im Vergleich zu ABEE der gleichen Konzentration, also in der Größenord-
nung der Werte von Jülich Fine Chemicals. Hier scheint ein Vergleich der Daten von JFC 
nicht sinnvoll zu sein, da der Einfluss der Substratkonzentration zu hoch ist. 
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Tabelle 11: aliphatische Ketone 
M olekülname Aktivität CPCR [%]
2-Pentanon 17
5-Chlor-2-pentanon 61,4
5-Hexen-2-on 28,9
6-Methyl-5-hepten-2-on 45,4
2-Octanon 37,2
O
O
Cl
O
O
O
 
5-Hexen-2-on wurde hier erstmals als Substrat der CPCR untersucht und mit einer Aktivität 
von 29 % umgesetzt. Die übrigen in Tabelle 11 aufgelisteten Verbindungen wurden bei Jülich 
Fine Chemicals bereits beschrieben. 
 
Acetaldehyd wurde als Beispiel für die Reaktion der CPCR zu einer Aldehyd-Gruppe unter-
sucht, die Aktivität betrug 119 % im Vergleich zu ABEE. Es wurde also besser akzeptiert, als 
die meisten der untersuchten Keto-Verbindungen. Sowohl im Patent von Kula und Peters 
(1993) als auch in der von Jülich Fine Chemicals veröffentlichten Liste, ist eine Aktivität von 
150 % beschrieben.  
 
Folgende Verbindungen wurden von der CPCR nicht als Substrat akzeptiert: 
2´-Chloroacetophenon 
4´-Hydroxyacetophenon  
4´-Benzyloxyacetophenon  
3´-Aminoacetophenon 
3´,4´-Dimethoxyacetophenon 
3´,5´-Dihydroyacetophenon 
 
Es wurde eine Reihe von Verbindungen gefunden, die von der Carbonyl-Reduktase aus C. 
parapsilosis als Substrat akzeptiert und mit zum Teil sehr guter Aktivität umgesetzt werden. 
Bei aromatischen Substraten zeigte die CPCR (vor allem bei halogenierten Acetophenon-
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Derivaten) sehr hohe Umsatzgeschwindigkeiten. Sowohl p-Brom- als auch p-
Chloroacetophenon wurden mit sehr hoher Aktivität umgesetzt, höher als für das Standard-
substrat ABEE. An der ortho-Position halogenierte Acetophenon-Derivate wurden nicht als 
Substrat akzeptiert, meta- und para-substituierte Substanzen wurden umgesetzt. Die Aktivität 
zu para-substituierten Acetophenon-Derivaten lag dabei deutlich höher. Von den untersuchten 
disubstituierten aromatischen Verbindungen wurde lediglich für eines Aktivität gefunden, für 
3´-5´-Bis(trifluoromethyl)Acetophenon. Dieses wurde mit einer Umsatzgeschwindigkeit von 
13 % im Vergleich zu ABEE umgesetzt. Das bedeutet, dass auch sterisch sehr anspruchsvolle 
Reste in der Substrattasche gebunden und umgesetzt werden können. Diese Ergebnisse bestä-
tigen die Substratbindungsstudien von Kula und Peters (1993), die ein Modell der Bindungs-
taschen entwickelten. In einer kleinen Tasche können Methyl- bis Propylgruppen (oder auch 
substituierte Methylgruppen) gebunden werden, während in der größeren Bindungstasche 
auch große, hydrophobere Reste akzeptiert werden. Die Aktivität der CPCR zu den Substra-
ten sinkt mit zunehmender Größe des kleineren Restes. Während die Aktivität zu Acetophe-
non 75 % beträgt, wird ß-Chloropropiophenon nur noch mit 14 % und Butyrophenon mit 6 % 
Aktivität umgesetzt. Aber selbst Verbindungen ohne zweiten Rest, wie Indanon und α-
Tetralon werden als Substrat akzeptiert, wie hier erstmalig gezeigt werden konnte.   
 
Das Spektrum der Verbindungen, die von der CPCR als Substrat akzeptiert werden, reicht im 
Hinblick auf deren Hydrophobizität sehr weit. Als Maß kann der log P, der Logarithmus des 
Verteilungskoeffizienten in einem Zwei-Phasen-System aus Octanol und Wasser, verwendet 
werden. Von sehr hydrophilen Substanzen wie 2,3-Butandion, das einen log P von –1,332 (± 
0,297) aufweist und von der CPCR mit einer Aktivität von 80 % umgesetzt wird, über das 
Standardsubstrat ABEE (log P = 0,859 ± 0,235) bis zu dem sehr hydrophoben Substrat 3´-5´-
Bis(trifluoromethyl)Acetophenon (log P = 3,976 ± 0,37) wird eine Vielzahl von Verbindun-
gen umgesetzt. Die hier aufgelisteten log P-Daten wurden über die Software SciFinder Scho-
lar 2006 ermittelt. 
 
Für die Reduktion von Ketonen benötigt die CPCR einen Cofaktor, NADH + H+. Der 
phosphorylierte Cofaktor kann ebenfalls oxidiert werden, die Aktivität reduziert sich dabei 
jedoch drastisch. Mit NADPH + H+ als Cofaktor verringert sich die Umsatzgeschwindigkeit 
auf 10 – 20 %. 
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Die Klasse der chiralen Phenylethanol-Derivate ist für ein breites Spektrum an pharmazeuti-
schen Produkten interessant, bei denen eine hohe Enantiomerenreinheit notwendig ist. Dazu 
gehört unter anderem die Klasse der Alzheimer-Medikamente. (S)-1-Arylethanol kann als 
Intermediat bei der Herstellung von γ-Sekretase-Inihibitoren eingesetzt werden (Patel et al., 
2002). Das Produkt von Phenoxyacetone ((S)-1-Phenoxy-2-propanol) kann als Vorstufe bei 
der Synthese von Antiasthmatika oder β-Blockern eingesetzt werden, zum Beispiel der β1-
Rezeptorenblocker der Propanolol-Klasse (z.B. (S)-Propanolol, (S)-Alprenolol und (S)-
Thymolol, Bredikhina, et al., 2002). Phenylethanol-Derivate können auch bei der Herstellung 
von Herbiziden Anwendung finden, über die Zwischenstufe der (S,S)-Acetale (Imamoto, 
2000). 
 
(S)-2-Pentanol kann ebenfalls bei der Herstellung von Medikamenten gegen Alzheimer-
Erkrankungen verwendet werden, als Inhibitor der β-Amyloid-Peptid-Freisetzung (Patel, 
2001 a,b). 6-Methyl-5-hepten-2-on dient als Vorstufe des Pheromons (S)-Sulcatol (Patil et al., 
2001) 
 
Für einige der Verbindungen, die stereoselektiv von der Carbonyl-Reduktase reduziert wer-
den können, ist das jeweilige enantiomerenreine Produkt nicht käuflich zu erwerben, oder es 
erheblich teurer als die prochirale Vorstufe. Dadurch, dass sie kaum oder nur mit relativ ho-
hen Kosten zu erhalten sind, ist ihre Anwendung als Bausteine pharmazeutisch wirksamer 
Verbindungen kaum untersucht. Die Kosten für das Produkt (S)-p-Bromophenylethanol lie-
gen zum Beispiel gegenwärtig bei 56,22 € pro Gramm der enantiomerenreinen Verbindung. 
Das Substrat hingegen für 0,33 € pro Gramm erhältlich; das Produkt besitzt den 170fachen 
Wert des Substrates. Bei den chlorierten Phenylethanol-Derivaten sind beispielsweise        
(S)-1-(3-Chlorophenyl)ethanol und (S)-1-(4-Chlorophenyl)ethanol lediglich als Razemat er-
hältlich. Für das an der para-Position iodierte Phenylethanol-Derivat ist nicht einmal das Ra-
zemat käuflich zu erwerben. 
 
Aromatische und aliphatische Alkohole und Diole 
Die Oxidationsreaktion, bei der eine Alkoholfunktion zu einer Ketogruppe umgesetzt wird,  
wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht näher untersucht, lediglich für eine Auswahl von Ver-
bindungen wurde die Aktivität der CPCR geprüft. Dabei wurden einige Alkohole getestet, die 
als Produkt der eigentlichen Reduktionsreaktion entstehen oder die als Cosubstrat für die Co-
faktorregenerierung eingesetzt werden könnten. Da das Produkt des eigentlichen Standard-
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substrates, Hydroxyhexansäureethylester (HHEE) nicht käuflich zu erwerben ist, wurde die 
Reaktionsgeschwindigkeit der Oxidation von (S)-1-Phenylethanol willkürlich als 100 % ge-
setzt. Das (R)-Enantiomer wurde lediglich mit einer Aktivität von 3 % als Substrat akzeptiert. 
Tabelle 12 zeigt die verwendeten Substrate der Oxidationsreaktion, sowie die ermittelten Ak-
tivitäten. 
 
Tabelle 12: Substrate der Oxidationsreaktion 
 Aktivität [%]
(S)-1-Phenylethanol 100 
(R)-1-Phenylethanol 2,6 
(S)-1,3-Butandiol 7,2 
(2S,5S)-Hexandiol 57 
Ethanol 5,8 
Isopropanol 81,5 
Methanol 1,1 
 
Als Cosubstrat der Regenerierungsreaktion bietet sich die Anwendung von Isopropanol an. Es 
ist als Substrat der Regenerierungsreaktion für die CPCR vielfach beschrieben (Peters et al., 
1993a,b; Zelinski et al., 1999; Laue et al., 2001) und wird, wie hier gezeigt werden konnte, 
mit guter Aktivität umgesetzt. Um eine effiziente Regenerierung des Cofaktor zu erreichen, 
muss das Cosubstrat in hoher Konzentration eingesetzt werden, um die Rückreaktion von (S)-
Phenylethanol zu Acetophenon zu vermeiden, da die Aktivität der CPCR hierzu etwas höher 
als zu Isopropanol ist.   
 
 
3.1.5 Zusammenfassung CPCR 
 
Die höchsten Enzymausbeuten wurden bei einer Kultivierung von C. parapsilosis in Schüt-
telkolben ohne Schikanen erreicht. Pro Liter Medium konnten 513 U CPCR aufgereinigt wer-
den, mit einer spezifischen Aktivität von 5,66 U mg-1. Das Temperaturoptimum für die Re-
duktion von Ketonen liegt bei 48 °C, die Aktivierungsenergie beträgt 43 kJ mol-1. Das pH-
Optimum der Reaktion wurde bei pH 6,0 bestimmt, während die höchste Stabilität der CPCR 
im basischen Bereich gegeben ist. Die Halbwertszeit der CPCR liegt bei einer Temperatur 
von 25 °C und einem pH-Wert von 7,5 bei 61,3 Stunden. In Gegenwart eines organischen 
Lösungsmittels reduziert sich diese auf 73 % (44,7 Stunden bei 25 % Hexanphase). Höhere 
Anteile Hexan beeinflussen die Stabilität stärker. Die Untersuchung des Substratspektrums 
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zeigte, dass eine Vielzahl von aromatischen, aliphatischen und zyklischen Ketonen, Diketo-
nen und Diketoestern als Substrat akzeptiert wird und mit zum Teil sehr guter Aktivität um-
gesetzt wird. Einige der untersuchten Verbindungen wurden hier erstmals als Substrat der 
CPCR beschrieben. 
 
Es konnte nicht abschließend geklärt werden, ob es sich bei diesem Präparat und der CPCR, 
die in der Literatur beschrieben wurde (Kula und Peters, 1993; Bönitz, 2001), bei der von 
Jülich Fine Chemicals und eventuell sogar bei der CpADH (Kojima, et al., 1995) um identi-
sche Enzyme handelt. Die zunächst ermittelten Unterschiede in den pH- und Temperaturop-
tima der zur Verfügung stehenden Präparate verringerten sich nach Dialyse der Proben, so 
dass diese nicht mehr signifikant waren. So könnten auch die Unterschiede in den 
Literaturdaten auf unterschiedlicher Zusammensetzung der Präparate zurückzuführen sein 
oder auf unterschiedlich durchgeführten Aktivitäts- bzw. Stabilitätstests beruhen. 
 
 
3.2 Bereitstellung und Charakterisierung der rekombinanten FDH 
 
Die Formiat-Dehydrogenase sollte zur Regenerierung des Cofaktors eingesetzt werden. Dazu 
sollte vor allem die Möglichkeit untersucht werden, in liquiden wässrig-organischen und gel-
stabilisierten Zwei-Phasen-Systemen mit dem gekoppelten Enzymsystem aus CPCR und 
FDH zu arbeiten. Dazu mussten zunächst ausreichende Mengen des Biokatalysators herge-
stellt werden. 
 
 
3.2.1 Fermentation und Aufreinigung 
 
Während der ansatzweisen Fermentation des rekombinanten E. coli-Stammes JM 101 mit 
dem Plasmid pBTac-FDH wurden stündlich Proben auf optische Dichte und Enzymaktivität 
untersucht. In Abbildung 10 ist der Verlauf der optischen Dichte gegen die volumetrische und 
die spezifische Aktivität aufgetragen. Anderthalb Stunden nach Fermentationsbeginn wurde 
die Enzymbildung mit IPTG induziert. In der Zwei-Stunden-Probe  wurde erstmals Aktivität 
detektiert; sowohl die volumetrische als auch die spezifische Aktivität stieg mit der Fermenta-
tionsdauer an und erreichte ihren maximalen Wert nach 8 Stunden. 
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Abbildung 10: Fermentation E. coli: Zeitlicher Verlauf der optischen Dichte und Enzymaktivität  
  
Nach 8 Stunden scheint das Ende der exponentiellen Phase erreicht zu sein; mit dem Rück-
gang des Wachstums der Kultur sank auch die Aktivität ab. Die Fermentation wurde nach 8 
bis 8,5 Stunden abgebrochen, es konnten 11,3 g Zellen pro Liter Fermentationsmedium 
geerntet werden. Damit liegt die Zellausbeute fast doppelt so hoch wie bei Slusarczyk (1997), 
die nach derselben Fermentationszeit eine Zellausbeute von 6 g L-1 erreichte. 
  
Der Aufschluss der Bakterienzellen durch Nassvermahlen in einer Kugelmühle führte zu ge-
ringeren spezifischen und Gesamtaktivitäten als der Aufschluss mit Ultraschall. Mittels Ultra-
schall wurden pro Gramm E. coli-Zellmasse 35,8 U im Rohextrakt erhalten, mit einer spezifi-
sche Aktivität von 1,22 U mg-1. Aus einem Liter Fermentationsmedium können ca. 405 U 
FDH isoliert werden. Der Rohextrakt wurde anschließend durch Anionenaustauschchroma-
tographie aufgereinigt, die FDH eluierte bei einer Salzkonzentration von 150 mM Natrium-
chlorid, was der zweiten Elutionsstufe entspricht. Das Natriumchlorid beeinflusst die Stabili-
tät der FDH negativ, weshalb es durch einen chromatographischen Entsalzungsschritt entfernt 
wurde. Zur Lagerung wurde die Formiat-Dehydrogenase zunächst zur Verringerung des Vo-
lumens ultrafiltriert. Mit 50 % Glycerin versetzt konnte die Enzymlösung bei –20 °C gelagert 
werden. Die spezifische Aktivität betrug 1,8 U mg-1; im Anhang sind die Aktivitäten nach 
den einzelnen Aufreinigungsschritten aufgeführt. 
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3.2.2 Charakterisierung der nativen FDH 
 
Bei der Formiat-Dehydrogenase aus Candida boidinii handelt es sich um ein rekombinant 
hergestelltes Enzym, welches bereits in einer Vielzahl von Veröffentlichungen beschrieben 
wurde und gut charakterisiert ist. Bei rekombinanten Enzymen ist im Gegensatz zu Biokata-
lysatoren, die direkt aus dem Wildtyp isoliert werden, nicht mit Unterschieden in den Charak-
teristika zu rechnen, so dass hier die Literaturdaten hinzugezogen werden können. Tabelle 13 
gibt einen Überblick über Enzymgröße und Temperaturoptimum sowie die kinetischen Daten 
der Umsetzung von Formiat zu Kohlendioxid, wie sie für das rekombinante Enzym in der 
Literatur zu finden sind.  
 
Tabelle 13: Eigenschaften der FDH laut Slusarczyk (1997) 
 
 
 
 
 
 
 
Für die Wildtyp-FDH ist ein pH-Optimum zwischen pH 7,5 und 8,5 beschrieben (Schuette, 
1976), für die rekombinante FDH sind dazu keine Literaturdaten erhältlich.  
 
 
3.2.3 Zusammenfassung FDH 
 
Die spezifische Aktivität der Formiat-Dehydrogenase betrug nach der Aufreinigung durch 
Anionenaustauschchromatographie, Entsalzen und Ultrafiltration 1,8 U mg-1; aus einem Liter 
Fermentationsmedium wurden 233 Units aufgereinigt. Die FDH wurde nicht näher charakte-
risiert, da Literaturdaten zu dem rekombinanten Enzym zur Verfügung stehen. Das Tempera-
turoptimum liegt bei 50-55 °C, der optimale pH-Wert zwischen 7,5 und 8,5. Die Formiat-
Dehydrogenase weist eine hohe Sensibilität gegenüber organischen Lösungsmitteln auf.   
 
 
 recFDH 
Molekulargewicht 2 x 40,6 kDa 
Temperaturoptimum 50 – 55 °C 
Km NAD 37 µM ± 3,0 
Km Formiat 5,9 mM ± 0,4 
Ki NADH 21 µM ± 1,8 
3 Ergebnisse und Diskussion                                                                                                                  Seite  76
3.3 Immobilisierung 
 
Es wurde die Immobilisierung der Biokatalysatoren in unterschiedliche Hydrogele untersucht; 
dabei wurde zunächst Polyvinylalkohol für die genauere Charakterisierung der immobilisier-
ten Enzyme gewählt. Der Einfluss der Immobilisierungsmatrix bzw. –methodik wurde dabei 
genauer untersucht. Zusätzlich wurde mit funktionellen Hydrogelen gearbeitet, da diese für 
die Zukunft sehr interessante Eigenschaften besitzen, jedoch noch nicht weiter charakterisiert 
sind. Hierzu wurde eine neue, thermosensitive Matrix ausgesucht, um den Einfluss der Mate-
rialien auf die Aktivität und Stabilität der Biokatalysatoren sowie die Stereoselektivität der 
Carbonyl-Reduktase analysieren zu können. Diese wurde vom Kooperationspartner Fraunho-
fer UMSICHT zur Verfügung gestellt. 
 
 
3.3.1 Immobilisierung in Polyvinylalkohol 
 
Die ersten Immobilisierungsansätze und die Charakterisierung der Carbonyl-Reduktase wur-
den mit Polyvinylalkohol-Kugeln durchgeführt, da hier bereits gute Ergebnisse mit der Alko-
hol-Dehydrogenase aus Lactobacillus kefir (LKADH) erzielt werden konnten (Metrangolo-
Ruiz de Temino et al., 2005). Dabei handelt es sich um ein Enzym mit hoher Sensitivität ge-
genüber organischen Lösungsmitteln. In einem gelstabilisierten Zwei-Phasen-System, beste-
hend aus PVA-Hydrogelkugeln und Hexan als organischer Phase, konnte dieser Biokatalysa-
tor erfolgreich zur Reduktion verschiedener Ketone eingesetzt werden. 
 
Die Gelierung der Polyvinylalkohol-Lösung erfolgt nach Eintropfen der Lösung in –70 °C 
kaltes Silikonöl (maximal –25 °C) und einem langsamen Auftauprozess. Während des Ein-
frierens kommt es durch die Bildung von Eiskristallen zu einer Phasentrennung. In den was-
serarmen Bereichen, die flüssig bleiben, ist die Konzentration des Polyvinylalkohols stark 
erhöht und es bilden sich während des Aufwärmens Wasserstoffbrückenbindungen zwischen 
den Polymerketten über freie Hydroxylgruppen. Während des langsamen Auftauprozesses 
festigen sich die Bindungen zwischen den PVA-Ketten; in Bereichen, wo sich Eiskristalle 
gebildet hatten, bleiben Poren zurück. Durch Zusatz von Polyethylenglykol bilden sich bereits 
bei einmaligem Einfrieren und Auftauen feste Hydrogele. Für die Stabilität der Gele ist eine 
vollständige Verseifung des Polyvinylalkohols notwendig, dies wird durch die Zugabe von 
Natronlauge ermöglicht. Restacetatgruppen würden die Ausbildung von Wasserstoffbrücken-
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bindungen zwischen den Polymerketten sterisch behindern (Lozinski und Plieva, 1998; Prüs-
se, 2000). Die PVA-Hydrogele weisen einen sehr hohen Wassergehalt auf und bieten für viele 
Substrate nur einen geringen Diffusionswiderstand (Fergg et al., 2001), wodurch sie für den 
Einsatz von empfindlichen Biokatalysatoren in einem organischen Lösungsmittel geeignet 
scheinen. 
 
Bei der Herstellung der Hydrogel-Kugeln wird die PVA-Enzym-Lösung in – 70 °C-kaltes 
Silikonöl getropft. Jeder Tropfen bildet dabei eine Kugel, die bei dem langsamen Auftaupro-
zess geliert. Tabelle 14 gibt einen Überblick über die entstehenden Kugelgrößen bei entspre-
chendem Eintropfvolumen bzw. dem Verhältnis aus Oberfläche zu Volumen, das bei der 
Grenzflächendeaktivierung eine Rolle spielen kann. 
 
Tabelle 14: Geometrie der Kugeln in Abhängigkeit vom Eintropfvolumen der PVA-Lösung (Durchschnitt aus 
jeweils 50 Kugeln) 
Eintropfvolumen 
[µL] 
Durchmesser d 
∅ [mm] 
Kugelvolumen V 
 ∅ [mm3] 
Oberfläche O 
∅ [mm2] 
Verhältnis O zu V 
∅ [mm-1] 
5 1,8 3,2 10,5 3,3 
10 2,4 7,5 18,6 2,5 
20 3,1 15,9 30,6 1,9 
30 3,5 22,5 38,6 1,7 
40 3,9 30,4 47,1 1,6 
50 4,2 38,7 55,3 1,4 
 
Unterschiede zwischen dem Eintropfvolumen und dem aus dem Kugeldurchmesser berechne-
ten Volumen sind zum Einen auf Verluste beim Eintropfen zurückzuführen, zum Anderen auf 
einer Zunahme der Dichte beim Gelieren. Die Dichte der Hydrogelkugeln betrug durch-
schnittlich 1,49 kg L-1, wahrscheinlich wurde ein Teil der Wasserphase bei der Gelbildung 
herausgedrückt.  
 
Der Einfluss der Kugelgröße auf die Aktivität und Stabilität der Biokatalysatoren wurde mit 
dem gekoppelten Enzymsystem aus CPCR und FDH untersucht. Abbildung 10 zeigt die Phe-
nylethanolbildung nach einer Stunde bei den verschiedenen Kugelgrößen. Innerhalb der ers-
ten Stunden zeigte sich in den Ansätzen mit den kleineren Kugeln (Eintropfvolumen von 5 
µL ≅ 1,8 mm Kugeldurchmesser) die höchste Produktbildung . 
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Abbildung 10: Einfluss der Kugelgröße auf die Produktivität; Produktkonzentration nach 1 Stunde; 2 U CPCR,      
2 U FDH g-1 Immobilisate, 2 mM NADH + H+, 1 mM DTT, 150 mM Acetophenon, 25 °C 
 
In den folgenden Stunden nahm die Aktivität der Biokatalysatoren in den kleinen Kugeln 
schneller ab als in den größeren; acht Stunden nach Reaktionsstart war die insgesamt gebilde-
te Phenylethanolkonzentration in den Kugeln mit 1,8 mm Durchmesser am geringsten (siehe 
Abbildung 11). Nach 20 Stunden war die Produktkonzentration im Ansatz mit 30 µL Ein-
tropfvolumen (3,5 mm Kugeldurchmesser) am größten, die Unterschiede bei Kugelgrößen 
zwischen 2,4 und 4,2 mm Durchmesser waren insgesamt sehr gering.  
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Abbildung 11: Einfluss der Kugelgröße auf die Produktivität, 2 U CPCR, 2 U FDH g-1 Immobilisate, 2 mM 
NADH + H+, 1 mM DTT, 150 mM Acetophenon, 25 °C 
 
Lediglich bei den kleinsten Kugeln, mit einem durchschnittlichen Durchmesser von 1,8 mm 
zeigt sich ein Einfluss der Kugelgröße, bei den größeren Hydrogelkugeln lagen die Unter-
schiede innerhalb der Standardabweichung. 
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Grund dafür ist wahrscheinlich die deaktivierende Wirkung des die Immobilisate umgeben-
den Lösungsmittels. Diese kommt in kleineren Kugeln stärker zum Tragen, da das Verhältnis 
von Oberfläche zu Volumen sehr groß ist, so dass relativ viele Biokatalysatormoleküle in der 
Nähe der Oberfläche lokalisiert sind (Abbildung 12). Dies resultiert in einer zunächst höheren 
Produktbildungsrate, die im Zeitverlauf durch Deaktivierung immer kleiner wird.  
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Abbildung 12: Verhältnis von Oberfläche zu Volumen bei verschiedenen Kugelvolumina 
 
In den größeren Kugeln ist zwar zunächst die Produktivität des eingehüllten Biokatalysators 
durch die größeren Diffusionsstrecken limitiert, die Enzyme sind jedoch vor dem organischen 
Lösungsmittel geschützt und bleiben länger aktiv. Im weiteren wurde mit 20-30 µL-
Eintropfvolumen gearbeitet (Durchmesser: 3,1-3,5 mm), da bei Kugeln dieser Größe eine 
gute Aktivität und Stabilität gegeben ist.  
 
Die Immobilisate wurden in Hexan eingesetzt und die Substratabnahme bzw. Produktbildung 
gaschromatographisch erfasst. Dadurch ist keine kontinuierliche Messung der Aktivität mög-
lich und es spielen, abgesehen von der Aktivität, noch andere Parameter bei der Substratab-
nahme bzw. Produktbildung eine Rolle. Dabei ist besonders der Massentransfer von Bedeu-
tung, da das Substrat zunächst in die Kugeln hinein und nach dessen Umsetzung das Produkt 
aus den Kugeln heraus diffundieren muss. Die genauen Konzentrationen in der Kugel sind 
dabei nicht erfassbar. Es kann höchstens über die Löslichkeit von Produkt und Substrat in der 
Gelphase abgeschätzt werden, wie viel darin verbleiben wird. Nach Bestimmung der Vertei-
lung des Produktes zwischen Gel- und Lösungsmittelphase kann geschätzt werden, in wel-
chen Konzentrationen es in den Gelkugeln verbleiben wird. Abbildung 13 zeigt die Vertei-
lung von Phenylethanol zwischen wässriger Phase (hier: PVA-Kugeln) und organischer Pha-
se.  
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Abbildung 13: Verteilungsgleichgewicht für Phenylethanol zwischen wässriger und organischer Phase, bestimmt 
bei einem Volumenverhältnis von 1:3 (Hydrogelphase : organischem Lösungsmittel) 
 
Im untersuchten Konzentrationsbereich löst sich in der Hydrogel-Phase ca. 1,46 mal mehr 
Phenylethanol als in der Hexanphase. Im folgenden wurde die Verteilung nicht berücksich-
tigt, sofern es nicht explizit erwähnt wird, da die Ausbeute darauf bezogen wurde, was tat-
sächlich verfügbar ist. Hierzu wäre eine anschließende Extraktion des Produktes aus den Ku-
geln erforderlich, die in der Regel nicht durchgeführt wurde. 
 
 
3.3.2 Immobilisierung in NIPA-Gele 
 
Die Aktivität und Stabilität der Carbonyl-Reduktase wurde in verschiedenen vom Fraunhofer-
Institut UMSICHT entwickelten Hydrogelen untersucht und miteinander verglichen. Basis 
dieser Matrices sind Poly-N-Isopropylacrylamid-Gele; diese entstehen durch radikalische 
Polymerisation von N-Isopropylacrylamid-Monomeren (NIPA), die durch N,N-Methylen-bis-
acrylamid (BIS) miteinander vernetzt werden. Die entstehenden, sogenannten „intelligenten“ 
Gele können durch einen äußeren Reiz (Temperaturwechsel) ge- und entquollen werden. Da-
durch sind sie in der Lage, mit der Flüssigkeit auch Biokatalysatoren aufzunehmen. Durch 
zusätzliches Einbringen von ionischen Comonomeren wie N-(3-Aminopropyl)methacryl-
amid-Hydrochlorid kann die Phasenübergangstemperatur beeinflusst werden, also die Tempe-
ratur, ab der sich die Matrix zusammenzieht und die flüssige Phase herausdrückt. Dieser Pha-
senübergang konnte von 32 °C auf  39 °C erhöht werden, wodurch auch Synthesen bei höhe-
ren Temperaturen möglich wären. Um eine Beladung dieser Hydrogele mit Biokatalysatoren 
zu ermöglichen, war eine Erweiterung der Porengröße notwendig. Dies konnte durch Einsatz 
von Porogenen ermöglicht werden, die während der Synthese die Poren weiten und nach der 
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Polymerisation aus der Matrix ausgewaschen werden können. Polyethylenglykol 400 zeigte 
sich als geeignet. Ein Nachteil der großen Poren liegt in einer stark verringerten mechani-
schen Stabilität der Hydrogele, hervorgerufen durch den sehr hohen Wasseranteil.     
 
Abbildung 14 stellt die Matrices dar, bei der mit 1 nummerierten Substanz handelt es sich um 
die erste verwendete Gelprobe, NI15V2T15S100PEG20, im folgenden als NIPA1 bezeich-
net. Dieses Material zeichnete sich vor allem durch eine sehr weiche Konsistenz aus, die ei-
nen Umgang mit der Matrix erschwerte, jedoch eine hohe Aktivität der Biokatalysatoren er-
möglichte (siehe Abbildung 21) Matrices 2 und 3 sind Gelproben der Bezeichnung 
NI15CMC1V2T15S100PEG30 (NIPA2 und NIPA3), die zur mechanischen Stabilisierung 
auf unterschiedliche Träger aufgebracht wurden. Hier wurden ionische Comonomere mit in 
das Gel eingebracht, um die Phasenübergangstemperatur zu erhöhen. Die hier eingebrachte 
positive Ladung scheint keinen negativen Einfluss auf die Aktivität und Stabilität der Bioka-
talysatoren zu haben. Der Name dieser Matrix setzt sich wie folgt zusammen: 
 
NI15:  15 % Gesamtmonomeranteil im Gel, Basismonomer ist N-Isopropylacrylamid 
(NIPA) 
CMC1:   1 mol-% Comonomer C (N-(3-Aminopropyl)methacrylamidhydrochlorid) 
V2:   2 % Vernetzter 
T15:   Synthesetemperatur 15 °C 
S100:   Verhältnis Starter zu Gesamtmonomer = 1:100 
PEG30:   30 % Polyethylenglykol 400 
 
Ein Problem bei der Arbeit mit diesen Matrices liegt in der Reproduzierbarkeit der Ergebnis-
se. Die Quellung und damit die Aufnahme der Enzymlösung variierte zwischen den verschie-
denen Experimenten; eventuell verblieb durch die Ladung in der Matrix ein Teil der Biokata-
lysatoren in dem Material. Bei den mit 4 gekennzeichneten Immobilisaten handelt es sich um 
Polyvinylalkohol-Kugeln, die zunächst für die Charakterisierung der Biokatalysatoren einge-
setzt wurden und wegen ihrer Stabilität einfach zu handhaben sind. 
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Abbildung 14: Immobilisierungsmatrices  
1: PVA 
2: M1=  NIPA1 
3: M2 = NIPA2: auf einem textilen Träger 
4: M3 = NIPA3: in einem makroporösen Träger 
 
Um einen Vergleich zwischen den verschiedenen NIPA-Gelen hinsichtlich der Restaktivität 
der Biokatalysatoren nach der Immobilisierung ziehen zu können, wurden die Carbonyl-
Reduktase und die Formiat-Dehydrogenase in die Matrices immobilisiert und im Standard-
Reaktionsansatz untersucht. Das Ergebnis ist in Abbildung 15 dargestellt.  
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Abbildung 15: Produktbildung nach Immobilisierung in verschiedene Materialien 
M1=  NIPA1 
M2 = NIPA2: auf einem textilen Träger 
M3 = NIPA3: in einem makroporösen Träger 
 
In allen Immobilisierungsmatrices wiesen die Biokatalysatoren Aktivität auf. Ein großes 
Problem stellte die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse dar: selbst in denselben Matrixblöck-
chen variierte die gebildete Produktkonzentration um bis zu 40 % (bei Matrix 1, dem nicht-
stabilisierten Hydrogel), was hauptsächlich auf Verluste der Matrix beim Waschen zurückzu-
führen ist. In den anderen Matrices traten Variationen in der Produktmenge bis zu 20 % auf, 
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wahrscheinlich zurückzuführen auf Unterschiede bei der Flüssigkeitsaufnahme bei der Bela-
dung der Matrixblöckchen.  
 
Auch bei der auf einen makroporösen Träger aufgebrachten Matrix (in Abbildung 20 als 
Nummer 3 dargestellt) war die Stabilität des Matrixblöckchens zwar für die Reaktion in einer 
leicht geschüttelten Schottflasche ausreichend, für gerührte Systeme jedoch nicht geeignet. 
Bei Belastung durch Rühren oder starkes Schütteln lösten sich Teile der Matrix aus dem Trä-
ger und verklebten die Wände des Reaktionsgefäßes, zum Teil wurde flüssige Phase mit den 
Biokatalysatoren herausgedrückt. Aus diesem Grund wurden die Matrixblöckchen zusätzlich 
umhüllt. Dazu wurde Zellulose und ein Nylon-Gewebe ausgewählt, die als Schutzhülle fun-
gieren sollten. Die Umsatzversuche sind in Abbildung 16 dargestellt. 
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Abbildung 16: Produktbildung mit immobilisierter CPCR und FDH: 2 U CPCR und 2 U FDH pro Gramm Mat-
rix. 2 mM NADH + H+, 1 mM DTT, 150 mM Acetophenon, 25 °C, Matrix auf einem makropo-
rösen Träger, z.T. zusätzlich eingehüllt in Zellulose oder Nylon 
 
Das Hauptproblem der zusätzlich eingehüllten Matrixblöckchen wird direkt deutlich: die an 
sich schon sehr große Standardabweichung (hier wurde ein Vierfach-Ansatz untersucht) wird 
vor allem bei der Zellulose-eingehüllten Matrix noch größer. Die Aktivität scheint sogar grö-
ßer zu sein als ohne Einhüllung. Dies ist jedoch darauf zurückzuführen, dass überschüssige 
Enzymlösung, die von der Matrix nicht aufgenommen werden konnte, vor Reaktionsstart her-
ausgewaschen wird. Durch das Zellulosegewebe bleibt ein größerer Teil der nicht mit aufge-
sogenen Flüssigkeit im Reaktionsansatz. Dadurch ist lediglich eine größere Enzymmenge 
vorhanden und bedeutet nicht eine erhöhte Aktivität in diesen Ansätzen. Das gleiche gilt auch 
für das Nylon-Gewebe. Der Substratumsatz ist hier nur leicht höher als mit dem nicht zusätz-
lich eingehüllten Material. Grund hierfür ist, dass das Nylongewebe enger war und weniger 
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Flüssigkeit aufnahm als die Zellulose. Dadurch ist auch die Standardabweichung etwas bes-
ser, wobei sie bei diesem Material generell Schwierigkeiten bereitete. Die zusätzlich einge-
hüllte Matrix auf einem makroporösen Träger wurde hier lediglich im kleinen Maßstab unter-
sucht, wo sie von der Stabilität der Matrix her keine Probleme bereitete. 
 
Beide Biokatalysatoren konnten erfolgreich in diese quellfähige Matrix immobilisiert werden, 
die hier erstmals für den Einsatz von Enzymen in einem organischen Lösungsmittel unter-
sucht wurde. Die Beladung dieser Matrix erfolgte thermoinduziert, bei höheren Temperaturen 
(60 °C) konnte die Matrix kompremiert werden, bei niedrigen Temperaturen quoll das Gel 
und nahm aktiv wässrige Lösung mit Biokatalysatoren auf. Problem dieser Matrix war vor 
allem die mechanische Stabilität und die schlechte Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Eine 
Weiterentwicklung dieser Matrix, vor allem im Hinblick auf mechanische Stabilität, soll in 
einem Folgeprojekt durchgeführt werden, um Synthesen mit dieser Immobilisierungsmatrix 
in einem Rührreaktor zu ermöglichen. 
 
 
3.3.3 Charakterisierung der in PVA-immobilisierten CPCR 
 
Der Einfluss der Immobilisierung in eine Polyvinylalkohol-Matrix und des die Hydrogele 
umgebenden Hexans auf die immobilisierte CPCR wurde untersucht, dabei erfolgte die Re-
generierung des Cofaktors mit Isopropanol. Bei der Bestimmung der Stabilität der immobili-
sierten CPCR spielt nicht nur die Matrix eine Rolle, sondern vor allem das organische Lö-
sungsmittel, welches das Hydrogel umgibt. Mit diesem kommen die Biokatalysatoren an der 
Grenzfläche in Kontakt, so dass eine Inaktivierung an dieser Grenzfläche erfolgen kann. 
 
Temperaturoptimum und Temperaturstabilität 
Zur Bestimmung des Temperaturoptimums des immobilisierten Biokatalysators wurde nach 
jeweils 10 Minuten Reaktionszeit die Produktbildung analysiert. Dieser Zeitraum wurde ge-
wählt, um den Einfluss der thermischen Deaktivierung minimieren zu können, aber ausrei-
chend Produktbildung für die GC - Analyse zu haben. Die höchste Produktkonzentration 
zeigte sich bei einer Temperatur von 42 °C (siehe Abbildung 17). Ein Problem bei der Aktivi-
tätsmessung mit immobilisierten Biokatalysatoren liegt in der notwendigen Diffusion der 
Substrate bzw. Produkte in bzw. aus der Matrix in das umgebende Lösungsmittel, in welchem 
die Quantifizierung erfolgt, sowie die Diffusion innerhalb der Matrix. Die Beweglichkeit von 
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Molekülen und damit auch die Diffusion sind temperaturabhängige Prozesse; bei kurzer Re-
aktionszeit könnten die Ergebnisse dadurch beeinflusst werden. 
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Abbildung 17: Temperaturoptimum immobilisierter CPCR über 10 Minuten, 2 U g-1 Hydrogelkugeln, 2 mM 
NADH + H+, 150 mM Acetophenon 
 
Das Temperaturoptimum der nativen CPCR lag etwas höher (bei 48 °C), dies ist jedoch wahr-
scheinlich vor allem auf die Messmethode zurückzuführen. Der Aktivitätstest des nativen 
Biokatalysators dauerte zwei Minuten, während die Immobilisate 10 Minuten lang der Tem-
peratur ausgesetzt wurden. Dadurch kann es bei hohen Temperaturen bereits zu einer thermi-
schen Inaktivierung gekommen sein.  
 
Aus dem linearen Bereich des Temperaturoptimums kann die Aktivierungsenergie der Reak-
tion berechnet werden; die des nativen Biokatalysators betrug 43 kJ mol-1 (siehe Kapitel 
3.1.5). Die Aktivierungsenergie der immobilisierten CPCR lag bei 39,2 kJ mol-1. Eine signifi-
kante Veränderung der Aktivierungsenergie würde auf eine Konformationsänderung der Car-
bonyl-Reduktase durch die Immobilisierung hinweisen (Gonsàlez-Saiz und Pizarro, 2001). 
Wahrscheinlich ist der Unterschied zwischen der Aktivierungsenergie des nativen und des 
immobilisierten Biokatalysators jedoch lediglich auf Messungenauigkeiten zurückzuführen. 
Vor allem die Deaktivierung bei höheren Temperaturen und das Problem der Diffusion spie-
len hier eine Rolle. Ein Einfluss der Temperatur auf die Stereoselektivität, wie er z. B. für die 
Alkohol-Dehydrogenase aus Thermoanaerobium brockii (TbADH) bekannt ist (Keinan et al., 
1984), konnte nicht detektiert werden; es wurde in allen Ansätzen nur das (S)-Enantiomer 
gefunden. 
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In Abbildung 18 ist die Restaktivität der immobilisierten und bei verschiedenen Temperatu-
ren zwischen 8 und 36 °C in Hexan gelagerten CPCR gezeigt. Der pH-Wert in den Kugeln 
lag bei pH 7,5. Bei der höchsten hier getesteten Temperatur war bereits nach 120 Stunden (5 
Tagen) keine Produktbildung mehr nachzuweisen.  
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Abbildung 18: Temperaturstabilität immobilisierter CPCR, Restaktivität nach Lagerung der Immobilisate bei 
verschiedenen Temperaturen  
 
Die aus diesen Daten berechneten Halbwertszeiten der immobilisierten CPCR im Tempera-
turbereich zwischen 8 und 36 °C sind im Anhang wiedergegeben. Bei einer Temperatur von 8 
°C halbiert sich die Aktivität der immobilisierten Carbonyl-Reduktase innerhalb eines Zeit-
raumes von ca. 6 Tagen, bei 20 °C innerhalb von 4 Tagen. Bei 30 °C spielt die Inaktivierung 
eine noch größere Rolle: nach 1,5 Tagen ist weniger als die Hälfte des Enzyms aktiv. In Ta-
belle 15 sind exemplarisch die Halbwertszeiten der nativen und immobilisierten CPCR bei 
drei verschiedenen Temperaturen gegenüber gestellt 
 
Tabelle 15: Vergleich der Halbwertszeiten nativer und immobilisierter CPCR 
T [°C] τ [h] nativ τ [h] immobilisiert
20 92,4 92,4 
30 23,8 34,3 
36/37 16,6 20,7 
 
 Bei der niedrigsten hier dargestellten Temperatur von 20 °C zeigt sich kein Unterschied in 
der Stabilität des Biokatalysators, bei 30 und 36/37 °C weist die immobilisierte Carbonyl-
Reduktase eine leicht erhöhte Stabilität im Vergleich zum nativen Biokatalysator auf. Eine 
Erhöhung der Thermostabilität nach Immobilisierung in Polyvinylalkohol wurde ebenfalls für 
die LKADH beschrieben (Metrangolo-Ruiz de Temino et al., 2005). 
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Bei –20 °C in Silikonöl gelagerte Hydrogelkugeln zeigten nach 4 Wochen noch Aktivität; 
innerhalb von 48 Stunden wurden 92,4 % der Produktkonzentration gebildet, die mit frisch 
eingesetzten Immobilisaten entstand.  
 
pH-Optimum und pH-Stabilität 
Für die Bestimmung des pH-Wertes, bei dem die CPCR maximale Aktivität aufweist, wurden 
PVA-Kugeln verschiedener pH-Werte hergestellt. Dadurch wird der Biokatalysator schon 
während der Immobilisierungsprozedur dem pH-Wert ausgesetzt, nicht nur während der ei-
gentlichen Reaktion, wie beim Temperaturoptimum. Somit wird nicht nur die Aktivität be-
stimmt, auch die Stabilität spielt eine Rolle. Bei manchen Enzymen (bzw. Matrices) kann es 
durch die Immobilisierung zu einer Verschiebung des pH-Optimums kommen. Dies wurde 
z.B. für die Glucose-Oxidase, Trypsin und Urease, immobilisiert in Polyacrylamid beschrie-
ben (Gestrelius et al., 1973). Die in PVA-immobilisierte Carbonyl-Reduktase zeigte das glei-
che pH-abhängige Verhalten wie der native Biokatalysator; bei niedrigen pH-Werten war eine 
gute Aktivität zu verzeichnen, die ihr Maximum bei pH 6 erreicht und mit steigendem pH-
Wert geringer wurde. Auf die Stereoselektivität der CPCR wurde ebenfalls kein Einfluss des 
pH-Wertes detektiert, das (S)-Enantiomer wurde in höchster Reinheit gebildet. 
 
Auch die Ergebnisse zur Stabilität bei verschiedenen pH-Werten sind mit denen der nativen 
CPCR vergleichbar, bei hohen pH-Werten zeigt das Enzym die höchste Stabilität. In Tabelle 
16 sind die Halbwertszeiten der CPCR in Abhängigkeit vom pH-Wert für den nativen und 
den in PVA-immobilisierten Biokatalysator gezeigt. Die Immobilisate wurden bei 25 °C in 
Hexan inkubiert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten eingesetzt. 
 
Tabelle 16: Halbwertszeiten der nativen und immobilisierten CPCR bei verschiedenen pH-Werten 
pH t1/2 [h] nativ 
t1/2 [h] 
immobilisiert
6,25 27,8 5,4 
6,5 11,3  
6,75 28,8 14,2 
7 30,8 17,2 
7,25 38,1 44,0 
7,5 61,3 63,7 
7,75 61,3 105,0 
8 66,0 107,0 
 
Aufgrund der stark verringerten Aktivität der CPCR im basischen Bereich wurde die Stabili-
tät bei pH-Werten über 8 nicht untersucht. Bei niedrigen pH-Werten ist die Stabilität der Car-
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bonyl-Reduktase sehr viel geringer als im basischen Bereich, diese Instabilität gegenüber 
sauren pH-Werten scheint in den Immobilisaten noch stärker zum Tragen zu kommen. Im 
neutralen bis leicht basischen Bereich ist die Halbwertszeit vergleichbar; mit steigendem pH-
Wert nimmt die Stabilität der immobilisierten CPCR gegenüber der nativen zu. Eventuell ist 
die verringerte Stabilität des immobilisierten Enzyms lediglich darauf zurückzuführen, dass 
die in PVA-eingehüllte CPCR bereits während der Immobilisierungsprozedur dem entspre-
chenden pH-Wert ausgesetzt war. Dabei müssen die Kugeln über Nacht langsam auf Raum-
temperatur erwärmt werden, dadurch sind sie ca. 18 Stunden länger dem pH-Wert ausgesetzt. 
Dies ist bei den niedrigen Temperaturen zu Beginn vielleicht noch nicht relevant, ab einer 
bestimmten Temperatur wirkt sich dies jedoch auf die Stabilität aus. Die exakte Halbwertszeit 
kann hier also nicht angegeben werden. Für die Charakterisierung der immobilisierten CPCR 
reicht es hingegen aus, da auch erst nach dieser Aufwärmphase mit den Immobilisaten gear-
beitet und Synthesen gestartet werden konnten. 
 
Bei einem pH-Wert von 7,5 in den Immobilisaten und bei einer Temperatur von 25 °C lag die 
Halbwertszeit bei 63,7 Stunden. Damit war sie geringfügig höher als die der nativen CPCR, 
die nicht in Kontakt zu einem organischen Lösungsmittel kam. Hier ist der Vergleich zu der 
Stabilität der nativen CPCR in einem Zwei-Phasen-System sinnvoll. Die Größe der Grenzflä-
che ist zwar bei den Kugeln sehr viel größer, dafür sind lediglich die Biokatalysatormoleküle 
an der Oberfläche dem Kontakt ausgesetzt, da die wässrige Phase nicht durchmischt wird wie 
in den liquiden Zwei-Phasen-Systemen. In diesen lagen die wässrige und die organische Pha-
se übereinandergeschichtet vor, die Carbonyl-Reduktase wurde durch den Kontakt zur Grenz-
fläche bzw. direkt durch das Hexan selber inaktiviert. Bereits bei 25 % Hexanphase, wo das 
Verhältnis von Grenzfläche zum Volumen der wässrigen Phase sehr klein ist (0,11 mm-1) 
reduzierte sich die Halbwertszeit auf 73 % im Vergleich zum nativen Enzym in einer Was-
serphase. Bei den kugelförmigen Immobilisaten, wo das Verhältnis von Grenzfläche zur 
wässrigen Phase viel größer ist (1,7 bis 1,9 mm-1) wird die Stabilität nicht beeinflusst. Die 
Hydrogelphase schützt das Enzym vor dem organischen Lösungsmittel. Da keine Durchmi-
schung innerhalb der Phase erfolgt, wird der Biokatalysator im Inneren der Matrix vom Lö-
sungsmittel nicht beeinflusst. 
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3.3.4 Zusammenfassung Immobilisierung 
 
Beide Biokatalysatoren konnten in Polyvinylalkohol und in eine neuartige, quellfähige NIPA-
Matrix immobilisiert werden und zeigten in den Hydrogelen Aktivität. Mit diesen Immobili-
saten konnte in dem organischen Lösungsmittel Hexan gearbeitet werden, wo eine Reihe ver-
schiedener hydrophober Verbindungen stereospezifisch umgesetzt werden konnte. Die in 
PVA-immobilisierte CPCR wurde näher charakterisiert: das Temperaturoptimum lag mit 42 
°C etwas niedriger als beim nativen Biokatalysator. Der Grund hierfür ist wahrscheinlich auf 
die Messmethode zurückzuführen, da die Immobilisate etwas länger den Temperaturen aus-
gesetzt sein mussten. Die Aktivierungsenergie wurde bei 39 kJ mol-1 bestimmt. Das pH-
Optimum blieb unverändert, die Stabilität wurde durch die Immobilisierung beeinflusst: bei 
höheren Temperaturen und pH-Werten zeigte die immobilisierte CPCR eine erhöhte Stabili-
tät. Die Halbwertszeit bei 25 °C und pH 7,5 betrug 63,7 Stunden und lag damit im Bereich 
des nativen Biokatalysators.  
 
 
3.4 Validierung der CO2-Analytik 
 
Es wurden verschiedenen Methoden untersucht, die Aktivität der Formiat-Dehydrogenase in 
einem gel-stabilisierten Zwei-Phasen-System nachweisen zu können. Das Substrat der Reak-
tion ist hydrophil und diffundiert direkt in die Kugeln, wo es nicht detektiert werden kann. 
Aus diesem Grund erfolgt in der Regel der Nachweis der FDH-katalysierten Reaktion in ei-
nem solchen System indirekt über die Aktivität eines zweiten Enzyms, dessen Substrat- 
und/oder Produktkonzentration detektierbar ist. Es wurden verschiedene Methoden entwi-
ckelt, das Kohlendioxid, welches bei der Reaktion gebildet wird, nachzuweisen und so die 
Aktivität der Formiat-Dehydrogenase direkt verfolgen zu können, ohne weiteres Enzymsys-
tem.  
 
 
3.4.1 Direkter CO2-Nachweis über Gasphasenanalytik: 
 
Kohlendioxid kann gaschromatographisch mit Hilfe eines Wärmeleitfähigkeitdetektors durch 
Analyse der Gasphasenkomponenten bestimmt werden. Durch Ansäuerung der Proben auf 
einen pH-Wert < 2 wurde das, in Abhängigkeit vom pH-Wert in der wässrigen Phase gelöste 
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CO2 in den gasförmigen Aggregatzustand überführt, wo es nachgewiesen werden kann. Zur 
Quantifizierung der CO2-Konzentration, die bei der FDH-katalysierten Reaktion gebildet 
wird, wurde zunächst eine Kalibrationsgerade erstellt. Dazu wurden enzymfreie PVA-Kugeln 
mit verschiedenen Konzentrationen an Natriumhydrogencarbonat produziert und im gleichen 
Verhältnis von Kugeln zu Lösungsmittel eingesetzt, wie sonst enzymhaltige Immobilisate 
(1:3). Durch Ansäuerung der Proben mit Salzsäure wurde das im NaHCO3 gebundene Koh-
lendioxid freigesetzt. In Abbildung 19 sind zwei Kalibrationsgeraden gezeigt, die bei Einsatz 
der PVA-Kugeln in Wasser und in Hexan aufgenommen wurden. Dabei ist jeweils die einge-
setzte Kohlendioxid-Konzentration (zunächst als Natriumhydrogencarbonat gebunden) gegen 
die Peakfläche aufgetragen.  
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Abbildung 19: CO2-Signal in Abhängigkeit der Kohlendioxid-Konzentration mit NaHCO3-Immobilisaten in 
Wasser und in Hexan, Verhältnis Kugeln zu Lösungsmittel = 1:3 
 
Im hier untersuchten Konzentrationsbereich zwischen 0 und 100 mM Kohlendioxid steigt die 
resultierende Peakfläche linear mit der CO2-Konzentration. Aufgrund der unterschiedlichen 
Löslichkeit von Kohlendioxid in Wasser und Hexan zeigen die Geraden unterschiedliche 
Steigungen. Die Löslichkeit von CO2 in Wasser beträgt 1,449 g L-1, in Hexan liegt sie bei 
4,142 g L-1 (Patyi et al., 1978). Daraus berechnet sich ein Verteilungskoeffizient von 0,35. 
Der aus den hier ermittelten Geraden berechnete Verteilungskoeffizient liegt bei 0,31, zeigt 
also eine relativ gute Übereinstimmung mit den Literaturdaten. 
 
Mit Hilfe der in Hexan ermittelten Eichgerade wurde für die folgenden Ansätze die Kohlen-
dioxid-Konzentration über die gaschromatographisch bestimmte Peakfläche berechnet. Die 
Reaktion wurde mit konzentrierter Substratlösung (100 µmol Natriumformiat, durch das Sep-
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tum injiziert) gestartet und die Ansätze bei 25 °C auf einem Überkopfschüttler durchmischt. 
Zu verschiedenen Zeitpunkten wurde jeweils ein Doppelansatz durch Injektion von 1 mL 
Salzsäure (0,2 M) abgebrochen. Dabei wird das Kohlendioxid  aus den Hydrogelkugeln aus-
getrieben und kann durch Gasphasenanalytik bestimmt werden. Die folgende Graphik zeigt 
die gebildete CO2-Konzentration über einen Zeitraum von 38 Stunden.    
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Abbildung 20: CO2-Bildung mit FDH-Immobilisaten, 100 µmol Na-Formiat, 0,38 U FDH, 40 µmol NAD+, 1 g 
Kugeln in 3 mL Hexan, 25 °C 
 
In den ersten Stunden stieg die Produktbildung linear an, nach 2 - 3 Stunden begann die Akti-
vität abzusinken. Nach 38 Stunden war eine Produktkonzentration von ca. 28 mM erreicht. 
Bei einer Temperatur von 30 °C war die Aktivität der Formiat-Dehydrogenase höher, die ge-
bildete Kohlendioxid-Konzentration lag nach diesem Zeitraum bei 33 mM. Es wurde dement-
sprechend 18 % mehr Produkt gebildet als bei 25 °C. Der Einfluss der Substratkonzentration 
wurde für die Formiat-Dehydrogenase ebenfalls untersucht, die Halbierung der Natriumfor-
miat-Anfangskonzentration von 100 auf 50 µmol führte zu einer Verringerung der CO2-
Bildung um 12 %.  
 
Problematisch bei Einsatz der Formiat-Dehydrogenase ohne ein zweites Enzymsystem ist die 
Inhibierung des Biokatalysators durch den bei der Reaktion reduzierten Cofaktor. In den An-
sätzen mit CPCR und FDH wird der Cofaktor durch die Aktivität der Alkohol-
Dehydrogenase oxidiert und kann durch diese Regenerierung in sehr viel geringeren Konzent-
rationen eingesetzt werden. Dadurch ist ein stöchiometrischer Einsatz nicht notwendig und es 
findet keine Akkumulation des NAD+ statt. 
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Es konnte gezeigt werden, dass die CO2-Analytik über den direkten gaschromatographischen 
Nachweis mit Hilfe eines Wärmeleitfähigkeitdetektors möglich ist. Der Verlauf einer FDH-
katalysierten Reaktion konnte über die Produktbildung gezeigt werden. Nachteil dieser CO2-
Messmethodik ist vor allem, dass das bei der Reaktion entstehende Kohlendioxid durch An-
säuerung der wässrigen Phase aus dem Hydrogel ausgetrieben werden muss und die Formiat-
Dehydrogenase bei diesen niedrigen pH-Werten inaktiviert wird. Dadurch muss pro Daten-
punkt ein Doppelansatz gestoppt werden, wodurch sehr viele Reaktionsansätze notwendig 
sind, um den Reaktionsverlauf unter verschiedenen Bedingungen zu untersuchen. Ein weite-
rer Nachteil liegt im notwendigen Zeitaufwand; die Gasphasenanalytik erfordert eine manuel-
le Probeninjektion und jede Analyse dauert 8 Minuten. 
 
 
3.4.2 Barometrischer CO2-Nachweis: 
 
Aufgrund der oben genannten Nachteile wurde eine weitere Analysemethode untersucht, die 
Aktivität der Formiat-Dehydrogenase in einem gel-stabilisierten Zwei-Phasen-System verfol-
gen zu können. Dies wurde in Kooperation mit dem Lehrstuhl für Bioverfahrenstechnik der 
RWTH-Aachen untersucht. Als Messparameter diente ebenfalls das bei der Reaktion entste-
hende Kohlendioxid. Das CO2 wurde dabei nicht direkt wie bei der Gasphasenanalytik nach-
gewiesen, sondern indirekt über den Druckanstieg, der in einem abgeschlossenen System 
durch das Gas hervorgerufen wird. CO2 ist das einzige bei der Reaktion gebildete Produkt, 
das einen Druckanstieg hervorruft; die Druckdifferenz ist direkt proportional zur gebildeten 
Kohlendioxidkonzentration. Durch Messung des Druckanstiegs kann die bei der FDH-
katalysierten Reaktion gebildete Kohlendioxid-Konzentration berechnet werden, welche stö-
chiometrisch mit der Enzymaktivität korreliert. Dadurch kann kontinuierlich der Reaktions-
verlauf beobachtet werden. Die Aktivität der Formiat-Dehydrogenase ist somit direkt be-
stimmbar, es müssen keine Proben gezogen oder sogar gestoppt werden wie bei der Gaspha-
sen-Analytik. Die Berechnungen sind im Anhang mit Rechenbeispiel wiedergegeben. 
 
Um diese Messmethode näher zu untersuchen, wurde zunächst in einem rein wässrigen Sys-
tem gearbeitet und der Reaktionsverlauf über den Druckanstieg beobachtet. Die Aktivität der 
Formiat-Dehydrogenase wurde bei zwei verschiedenen Cofaktorkonzentrationen untersucht. 
Der pH-Wert der wässrigen Phase, der die CO2-Löslichkeit beeinflusst, wurde vor und nach 
der Reaktion bestimmt und über den Messzeitraum interpoliert. Die Druckdifferenz wurde 
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über die entsprechenden Formeln (siehe 2.9.2 bzw. im Anhang mit Herleitung und den einzu-
setzenden Konstanten) in die Produktkonzentration umgerechnet, der Reaktionsverlauf ist in 
Abbildung 21 gezeigt. Die Reaktion wurde in einem Flüssigvolumen von 12,5 mL durchge-
führt, die Produktkonzentrationen sind dementsprechend 8,8 mM bei einer Cofaktorkon-
zentration von 10 mM und 16,4 mM bei doppelter NAD+-Konzentration. Der Substratumsatz 
liegt damit bei 82 bzw. 88 %.  
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Abbildung 21: Druck und Produktbildung in einem rein wässrigen System, mit 0,25 U mL-1 FDH bei 10 und 20 
mM NAD+, 12,5 mL Reaktionsvolumen 
 
Bei  Messungen über einen längeren Zeitraum traten vor allem Probleme mit der Dichtigkeit 
auf; durch den entstandenen Druck entwich das Gas langsam aus den Reaktionsgefäßen.  
 
Um die Genauigkeit dieser Messmethode näher untersuchen zu können, wurde ein direkter 
Vergleich zwischen einer photometrischen Aktivitätsbestimmung (siehe 2.5.1 - Aktivitätsbe-
stimmung der Formiat-Dehydrogenase) und der barometrischen Messmethodik gezogen. Die 
photometrische Methode beruht auf der Absorptionsänderung bei der Cofaktorreduktion, wo-
bei die Absorption für die gesamte in der Lösung befindliche NADH+H+-Menge repräsenta-
tiv ist, während der Druckanstieg ohne Berücksichtigung des pH-Wertes nur Rückschlüsse 
auf das in die Gasphase entwichene Kohlendioxid gibt. Die barometrische Methode eignet 
sich eher für längere Messzeiträume über mehrere Stunden, während die photometrische Ak-
tivitätsbestimmung nur über wenige Minuten erfolgt. Für einen direkten Vergleich müssen 
dementsprechend die Zeiten verkürzt bzw. verlängert werden. Für die photometrische Mes-
sung wurde der Reaktionsansatz verdünnt, da ansonsten die Reaktion entweder zu schnell 
zum Erliegen käme oder der messbare Absorptionsbereich überschritten werden würde. Ab-
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bildung 22 zeigt die jeweils berechnete Produktkonzentration, bei einer Reaktionszeit von 70 
Minuten. 
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Abbildung 22: Vergleich der berechneten Produktbildung bei barometrischer und photometrischer  Messung, 
barometrischer Ansatz: 0,25 UmL-1, 10 mM NAD+, 250 mM Natriumformiat, photometrischer 
Ansatz: 1:5 verdünnter barometrischer Ansatz 
 
Während die Produktbildung im barometrischen Ansatz über einen längeren Zeitraum linear 
erfolgt, ist beim photometrischen Ansatz ein vergleichsweise steilerer Anstieg zu Beginn der 
Reaktion zu verzeichnen. Dies liegt daran, dass bei der Druckmessung eine kleine Zeitverzö-
gerung auftritt, da das CO2, welches bei der Reaktion gebildet wird, noch in den Gasraum 
gelangen muss, um dort einen Druckanstieg hervorzurufen. Nach etwa 40 min fällt der Sub-
stratumsatz des photometrischen Ansatzes zurück. Eine Erklärung wäre eine schlechtere 
Durchmischung dieses Reaktionsansatzes. Mit Zunahme der Messdauer stieg auch die Diffe-
renz zwischen den Mehrfachansätzen der photometrischen Messung. Der photometrische 
Ansatz wurde bei einem Volumen von 200 µL in einer Mikrotiterplatte mit Mess- und Schüt-
telintervallen durchgeführt, während der barometrische Ansatz bei einem Volumen von 12,5 
mL in 250 mL Erlenmeyerkolben unter stetigem Schütteln bei einer Frequenz von 275 U  
min-1 stattfand. In Abbildung 23 sind die Aktivitäten beider Methoden für die ersten zwanzig 
Minuten aufgetragen. Da der Substratumsatz in µmol pro mL gegen die Zeit (in Minuten) 
aufgetragen ist, so entspricht die Steigung der durchschnittlichen Enzymaktivität in U mL-1 
bei einem Zeitraum von 20 Minuten. Die berechneten Aktivitäten beider Messmethoden lie-
gen relativ dicht beieinander.   
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Abbildung 23: Vergleich der Enzymaktivität zwischen barometrischer und photometrischer Messmethode 
 
Die barometrische und die photometrische Messmethode zeigen eine relativ gute Überein-
stimmung, obwohl der photometrische Test zur Bestimmung von Anfangsaktivitäten und der 
barometrische für Messungen über längere Zeiträume geeignet ist. Aber es konnte gezeigt 
werden, dass über Messung des Druckes die Berechnung der Enzymaktivität möglich ist und 
in dem hier gewählten Zeitraum eine relativ gute Vergleichbarkeit mit der photometrischen 
Messung zeigt. 
 
Aufgrund der Ergebnisse im rein wässrigen System wurde die barometrische Messmethode 
für den Einsatz in einem gel-stabilisierten Zwei-Phasen-System untersucht. Dazu wurden 
jeweils 12,5 g PVA-Immobilisate in 12,5 mL Hexan eingesetzt. Reaktionsstart war ebenfalls 
bei Einschalten des Rührers, wodurch die Substratlösung von einem Deckgläschen in die He-
xanphase überführt wurde, von wo das Natriumformiat direkt in die hydrophilen Kugeln dif-
fundierte. Problematisch erwies sich hier der hohe Dampfdruck des Hexans. Die befüllten 
Reaktionskolben wurden zunächst bei 30 °C equilibriert, bis der Druck in den Kolben kon-
stant blieb. Zusätzlich wurde während der Reaktion ein Kolben nur mit Hexan als Nullwert 
mitgeführt. Abbildung 24 zeigt die Rohdaten eines entsprechenden Versuches, die Bedingun-
gen waren, abgesehen von der zusätzlichen Hexanphase, wie im wässrigen Ein-Phasen-
System.  
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Abbildung 24: Rohdaten der barometrischen Messung im gel-stabilisierten Zwei-Phasen-System, mit 10 und 20 
mM Cofaktor in den Kugeln, 0,25 U FDH g-1, mit Hexan als Nullprobe   
 
Das Hauptproblem bei dieser Messmethode liegt am Dampfdruck des Hexans, welches in 
Abhängigkeit der Temperatur gasförmig wird und ebenfalls einen Druckanstieg verursacht. 
Die Messapparatur war im Thermokonstantraum aufgebaut, die Fluktuationen der Kurve ent-
sprechen den Temperaturschwankungen im Raum. Bei einer Temperatur von 28,5 °C setzte 
die Heizung ein, die sich bei 31,5 °C wieder ausschaltete. Im folgenden Diagramm ist der 
Nullansatz von den Reaktionskurven abgezogen, die Schwankungen sind zwar geringer, aber 
nicht zu eliminieren. 
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Abbildung 25: Druckmessung im gel-stabilisierten Zwei-Phasen-System, Nullwert abgezogen 
 
Trotz Subtraktion des Nullwertes zeigen die Kurven hohe Fluktuationen, so dass eine Be-
rechnung der Aktivitäten nur sehr ungenau und fehlerhaft wäre. Ein weiterer Nachteil im 
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Zwei-Phasen-System ist die niedrigere Sensitivität, hervorgerufen durch die höhere Löslich-
keit des Kohlendioxids im organischen Lösungsmittel. Es löst sich ca. 3 mal mehr CO2 in 
Hexan als in Wasser, wodurch das Messsignal in einem Zwei-Phasen-System entsprechend 
niedriger ausfällt. Bei Verwendung anderer nicht-wassermischbarer Lösungsmittel, die einen 
geringeren Dampfdruck als Hexan aufweisen und bei geringerer Löslichkeit von Kohlendi-
oxid in diesem Medium, könnte diese Messmethodik anwendbar sein. Falls die Messanlage 
zusätzlich in einem Wasserbad aufgebaut werden könnte, wo die Temperaturschwankungen 
des Raumes sich nicht so direkt auswirken, könnten die Fluktuationen minimiert werden. Die 
Messung des Druckes gegen einen mit Hexan befüllten Kolben statt gegen den Außendruck 
könnte zusätzlich die Schwankungen verringern. 
 
Die barometrische Messmethodik ist für ein rein wässriges Reaktionssystem geeignet. Der 
Verlauf der FDH-katalysierten Reaktion ist detailliert darstellbar und die Kopplung an eine 
Substratzudosierung wäre denkbar, da die verbrauchte Formiat-Konzentration über den 
Druckanstieg berechenbar ist. 
 
 
3.4.3 CO2-Nachweis über einen Infrarot-Sensor: 
 
Am Lehrstuhl für Bioverfahrenstechnik wurde mit einer weiteren CO2-Analytik gearbeitet. 
Dabei wird das Kohlendioxid in der Gasphase über einen Infrarot-Sensor detektiert. Die Mes-
sung der CO2-Konzentration erfolgte dabei nicht wie bei den vorherigen Methoden in einem 
abgeschlossenen System, sondern in einem Gasstrom, der durch das Reaktionsgefäß geleitet 
wurde. Als Reaktionsgefäß diente ein Standard-Rührreaktor mit einem Volumen von 1 L. Zur 
Validierung dieser Analytik wurden parallel zur kontinuierlichen CO2-Detektion über den 
Infrarot-Sensor Proben gezogen und die Phenylethanolkonzentration gaschromatographisch 
analysiert. Abbildung 26 zeigt den Reaktionsverlauf eines Versuches in einem Rührreaktor. 
Es wurden 50 g PVA-Immobilisate mit beiden Biokatalysatoren, CPCR und FDH, in 1 L He-
xan eingesetzt und die Produktkonzentrationen bestimmt.  
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Abbildung 26: Phenylethanol– und Kohlendioxidkonzentration bei 50 g Immobilisate mit 2 U CPCR und 2 U 
FDH pro g Hydrogelkugeln mit 2 mM NADH+H+ und 100 mM Natriumformiat, in 1 L Hexan, 
250 mM Acetophenon, 20 mM Dekan in Hexan, 30 °C 
 
Die gemessene CO2-Konzentration lag höher als die Phenylethanol-Konzentration, obwohl 
beide Produkte in stöchiometrischer Menge gebildet werden sollten (bis auf die vorgelegte 
Cofaktorkonzentration). Spätere Versuche zeigten, dass die aufsummierte Kohlendioxid-
Konzentration jeweils um einen bestimmten Faktor gegenüber der Phenylethanolkonzentrati-
on variierte. Dieser Faktor war jedoch nicht systematisch und schwankte bei den verschiede-
nen Versuchen zwischen 0,8 und 2.  
 
Wahrscheinlich ist dies auf die Kalibrierung des CO2-Sensors zurückzuführen. Fehler in der 
gemessenen Konzentration würden sich hier, selbst bei nur geringer Ungenauigkeit, bei der 
Aufsummierung bemerkbar machen. Der Reaktionsverlauf konnte mit dieser Methode auf 
jeden Fall deutlich gemacht werden, wie im folgenden Diagramm (Abbildung 27) unter ande-
rem zu sehen ist. Die Phenylethanol-Konzentration ist hier auf der Sekundärachse aufgetra-
gen, um zu zeigen, dass der Reaktionsverlauf identisch ist, auch wenn die Gesamtkonzentra-
tionen nicht übereinstimmen. Über die detektierte Phenylethanolkonzentration ließe sich ein 
Faktor berechnen, über den die Kohlendioxidkonzentration korrigiert werden könnte. 
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Abbildung 27: Phenylethanol– und Kohlendioxid-Konzentration bei 50 g Immobilisate mit 2 U CPCR und 2 U 
FDH pro g Hydrogelkugeln mit 2 mM NADH+H+ und 100 mM Natriumformiat, in 1 L Hexan, 
250 mM Acetophenon, 20 mM Dekan in Hexan, 25 und 30 °C 
 
Als weitere Kurve ist in diesem Diagramm eine Reaktion bei 25 °C aufgetragen. Hier traten 
jedoch Probleme bei der Phenylethanol-Bestimmung auf, so dass lediglich die aufsummierte 
Kohlendioxid-Konzentration aufgetragen ist. Bei 30 °C war die Anfangsaktivität höher, die 
Produktbildung fiel jedoch bereits nach wenigen Stunden. Nach 8 Stunden war die gebildete 
CO2-Konzentration bei beiden Temperaturen gleich hoch, die Aktivität bei 30 °C jedoch nur 
noch gering, nach ca. 16 Stunden kam sie ganz zum Erliegen. Die insgesamt gebildete Pro-
duktkonzentration war bei 25 °C ca. 46 % höher als bei 30 °C. Im Rahmen des Scale-Up (sie-
he 3.6), bei dem weitere Faktoren, die bei der Maßstabsvergrößerung auf einen 1-L-Reaktor 
beachtet werden müssen, untersucht wurden, wurde diese Kohlendioxid-Analytik angewandt. 
 
 
3.4.4 Zusammenfassung CO2-Messung 
 
Während sich die gaschromatographische Analyse der Kohlendioxid-Konzentration zwar als 
geeignet für das Zwei-Phasen-System erwies, so ist mit ihr doch ein hoher Zeit- und Proben-
aufwand verbunden. Für jeden Datenpunkt musste mindestens ein Ansatz gestoppt und ma-
nuell in den GC injiziert werden. Bei der barometrischen Messmethode ist eine kontinuierli-
che Datenaufnahme möglich, aber der Einsatz in einem Zwei-Phasen-System mit Hexan als 
organischer Phase problematisch. In einem rein wässrigen System kann diese Methode ange-
wandt werden, um eine gekoppelte Enzymreaktion mit Formiat-Dehydrogenase und einer 
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Alkohol-Dehydrogenase zu verfolgen. Der Infrarot-Sensor ermöglicht eine kontinuierliche 
Messung der Kohlendioxid-Konzentration in einem Zwei-Phasen-System. Eine Probennahme 
ist nicht notwendig, um die Reaktion zu verfolgen, aber möglich, um die Produktbildung der 
FDH mit der einer ADH zu vergleichen. Solange die Formiat-Dehydrogenase im Überschuss 
eingesetzt wird, ist die Aktivität einer immobilisierten Alkohol-Dehydrogenase wie der 
CPCR auch direkt verfolgbar, da diese Reaktion dann der geschwindigkeitsbestimmende 
Schritt ist.  
 
Ein zusätzlicher Vorteil dieser Methodik ist die Möglichkeit, basierend auf der detektierten 
Kohlendioxid-Konzentration, kontinuierlich die Menge an Formiat, die bei der Regenerie-
rungsreaktion verbraucht worden war, nachzudosieren. Dadurch kann vermieden werden, 
durch zu starke Cosubstratzufuhr den pH-Wert in einen für die Biokatalysatoren ungünstigen 
Bereich zu verschieben oder durch den Substratverbrauch in einen zu basischen pH-Bereich 
zu gelangen. In einem wässrigen System wäre der Reaktionsverlauf mit Hilfe einer pH-
Elektrode verfolgbar. Neuhauser et al. beschrieben 1998 einen fed-batch-Prozess mit pH-
kontrollierter Ameisensäurezufütterung. Dadurch wurde nicht nur ein konstanten pH-Wert 
während der Reaktion erreicht, sondern zusätzlich konstante Formiat-Konzentrationen, die 
eine gleichbleibende Aktivität des Regenerierungssystems ermöglichten. Die Produktivität 
des Prozesses konnte dadurch um den Faktor 3 gesteigert werden. In einem gel-stabilisierten 
Zwei-Phasen-System ist eine pH-gekoppelte Formiat-Zudosierung nicht möglich, da der pH-
Wert in den Hydrogelkugeln nicht exakt detektiert werden kann. Die direkte Messung des 
Produktes Kohlendioxid hingegen bietet auch in einem nicht-wässrigen System die Möglich-
keit einer kontinuierlichen Cosubstrat-Zudosierung. Dabei wird ebenfalls nur die Menge an 
Ameisensäure zudosiert, die verbraucht worden war, wodurch stabile pH-Werte und konstan-
te Formiat-Konzentrationen erreicht werden können.  
 
 
3.5 Optimierung der Biokatalyse in verschiedenen Systemen  
 
Mit der selbstaufgereinigten Carbonyl-Reduktase aus Candida parapsilosis wurde der Um-
satz von Acetophenon und des hydrophoberen Derivates p-Bromoacetophenon in verschiede-
nen Ansätzen untersucht. Die Biokatalyse wurde sowohl in nativen Ansätzen, einem rein 
wässrigen System und einem nativen Zwei-Phasen-System (mit übereinander geschichteten 
Lösungsmittelphasen) als auch immobilisiert in einem gelstabilisierten Zwei-Phasen-System 
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analysiert. Die Cofaktorregenerierung wurde enzymatisch durchgeführt, substratgekoppelt 
mit Isopropanol und enzymgekoppelt mit Hilfe der Formiat-Dehydrogenase aus Candida boi-
dinii.  
 
 
3.5.1 Enzymatische Synthese in einem wässrigen System 
 
Die Löslichkeit von Acetophenon in Wasser bzw. dem hier verwendeten Puffer beträgt ca. 45 
mM, so dass die Umsetzung dieses Substrates in einem rein wässrigen System erfolgen kann, 
ohne dass Zusätze wie DMSO oder Cyclodextrin zur Erhöhung der Löslichkeit notwendig 
sind. 
 
Substratgekoppelte Cofaktorregenerierung 
Untersucht wurde der Umsatz von Acetophenon in einem gepufferten wässrigen System unter 
Regenerierung des Cofaktors NADH + H+ mit Hilfe von Isopropanol in unterschiedlichen 
Konzentrationen, mit Umsätzen zwischen 86 und ca. 92,5 %. Die Isopropanol-Konzentration 
wurde im Bereich zwischen 5 und 15 % (v/v) variiert. Der höchste Umsatz wurde bei 10 %      
Isopropanol erzielt (siehe Abbildung 28), etwas niedriger lag die gebildete Produktkonzentra-
tion bei 7,5 % Isopropanol. Die maximal gebildete Phenylethanolkonzentration betrug 41,6 
mM. 
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Abbildung 28: Phenylethanolbildung im substratgekoppelten Ansatz bei 4 Isopropanol-Konzentrationen, 0,5 U 
CPCR, 1 mM NADH + H+, 1 mM DTT, 45 mM Acetophenon, 30 °C  
 
Eine Isopropanol-Konzentration von 5 % entspricht einer Cosubstratkonzentration von 650 
mM. Es stand also in allen Ansätzen ausreichend Isopropanol zur Regenerierung des Cofak-
tors zur Verfügung. Peters et al. (1993c) beschrieben einen optimalen Substratumsatz durch 
die CPCR bei 5 % Isopropanol - hier führten höhere Konzentrationen zu einem verbesserten 
Umsatz. Die Stabilität der CPCR wird bis 10 % Isopropanol nicht signifikant beeinflusst (Pe-
ters et al., 1993a); dies konnte hier bestätigt werden. Bei einer Cosubstratkonzentration von 
15 % lag der Umsatz deutlich niedriger als bei 10 %, wahrscheinlich auf die reduzierte Stabi-
lität der Carbonyl-Reduktase zurückzuführen. 
 
Enzymgekoppelte Cofaktorregenerierung 
Die Reduktion von Acetophenon durch die CPCR, unter Regenerierung des Cofaktors durch 
die Aktivität der Formiat-Dehydrogenase erfolgte zu 95,4 % bei gleichen Konzentrationen 
der Biokatalysatoren zueinander. Wurde die FDH 2-fach konzentriert eingesetzt, wurden 98,7 
% Acetophenon umgesetzt. Bei einem Verhältnis von 1:4 bzw. 1:8 wurden 99,5 % des Sub-
strates reduziert (Abbildung 29). Dies entspricht einer maximalen Phenylethanolkonzentrati-
on von 44,8 mM. Es sollte also mindestens die doppelte Konzentration an Formiat-
Dehydrogenase zur CPCR eingesetzt werden, um eine effiziente Umsetzung des Substrates zu 
gewährleisten. Der Hauptumsatz erfolgte in den ersten 24 Stunden. Bei 8-fachem FDH-Anteil 
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wurden bereits innerhalb der ersten 24 Stunden fast 99 % Substrat umgesetzt. Nach 48 Stun-
den konnte keine weitere Aktivität detektiert werden. 
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Abbildung 29: Phenylethanolbildung bei enzymatischer Regenerierung des Cofaktors, mit 4 unterschiedlichen 
Verhältnissen an CPCR:FDH, 0,5 U/mL CPCR, 1 mM NADH + H+, 1mM DTT, 30 °C  
 
Dieses Ergebnis bestätigt die Literaturangaben (Peters et al., 1993a,c,d; Schubert et al., 2001), 
nach denen die vierfache Konzentration von Formiat-Dehydrogenase zur Carbonyl-Reduktase  
zu den höchsten Substratumsätzen führt. In einem System mit DIMEB als Löslichkeitsver-
mittler wurde hingegen sogar eine vierzigfache Konzentration des Regenerierungsenzym als 
notwenig beschrieben, um optimale Umsätze zu erzielen (Zelinski und Kula, 1997). Dies 
wurde hier nicht untersucht, es wurde ebenfalls ein Verhältnis von 1:4 gewählt. 
 
Umsatz von p-Bromoacetophenon: 
Bei hydrophoberen Substraten ist die Umsetzung in einem wässrigen System ohne Löslich-
keitsvermittler ineffizient. Als Beispiel wurde hier p-Bromoacetophenon gewählt, um den 
Umsatz eines schlecht wasserlöslichen Substrates in den verschiedenen Systemen vergleichen 
zu können. Durch den Einsatz des ß-Cyclodextrins DIMEB konnte die Löslichkeit in Trietha-
nolamin-Puffer auf ca. 10 mM erhöht werden. DIMEB beeinflusst die Aktivität und Stabilität 
der Biokatalysatoren nicht; die CPCR wurde bereits zusammen mit der FDH mit diesem Lös-
lichkeitsvermittler für Reaktionen mit hydrophoben Verbindungen eingesetzt (Zelinski und 
Kula, 1997; Zelinski et al., 1999). Der Zusatz von Dimethylsulfoxid ermöglichte Konzentra-
tionen bis 6 mM. Mit DMSO wird, laut Literaturangaben, die Stabilität der CPCR bis zu einer 
Konzentration von 12 % (v/v) nicht beeinflusst (Peters et al., 1993).  
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Die katalytische Reduktion von p-Bromoacetophenon erfolgte in allen drei Ansätzen voll-
ständig, sowohl ohne Löslichkeitsvermittler, als auch mit DMSO oder DIMEB. Eine Erhö-
hung der Coenzymkonzentration über ein Verhältnis von 1:4 hinaus war nicht notwendig. Da 
durch den Einsatz von DIMEB die höchste Löslichkeit dieses Acetophenon-Derivates ermög-
licht wurde, ist für das wässrige Ein-Phasen-System diese Methode die vorteilhafteste. Aus-
beuten über 10 mM p-Bromophenylethanol sind jedoch im batch-Versuch nicht erreichbar, da 
dies der maximalen Löslichkeit des Substrates entspricht. Hier müsste kontinuierlich bzw. 
über einen Membranreaktor gearbeitet werden. Der Hauptnachteil liegt in der mangelnden 
Wirtschaftlichkeit dieses Systems, da die Kosten für diesen Löslichkeitsvermittler sehr hoch 
angesiedelt sind: 5 g des Heptakis(2,6-di-O-methyl)-ß-Cyclodextrins kosten 217,9 € (Sigma-
Aldrich, 2004). 
 
In einem rein wässrigen System führte die enzymgekoppelte Regenerierung des Cofaktors mit 
der Formiat-Dehydrogenase zu höheren Produktausbeuten als die substratgekoppelte (99,5 % 
Umsatz gegenüber 92,5 %). Dies wurde von Peters et al. (1993c) ebenfalls beschrieben, mit 5 
% Isopropanol wurde dort jedoch lediglich ein Acetophenonumsatz von 61 % erzielt. Der 
Einsatz eines Löslichkeitsvermittlers wie DIMEB, der die Aktivität der Biokatalysatoren 
nicht beeinflusst, ermöglicht höhere Konzentrationen hydrophober Verbindungen (Erhöhung 
der Löslichkeit von p-Bromoacetophenon um den Faktor 40: 10 mM statt <0,25 mM), Kon-
zentrationen über 10 mM ließen sich jedoch nicht lösen.  
 
 
3.5.2 Enzymatische Synthese in einem liquiden Zwei-Phasen-System 
 
Etwas Wasser ist für die Aktivität von Alkohol-Dehydrogenasen notwendig, eine einzelne 
Schicht an Wassermolekülen kann dabei ausreichend sein. Zum Teil werden höhere Konzent-
rationen benötigt, in Abhängigkeit vom Lösungsmittel bzw. bei durch Adsorption immobili-
sierten Enzymen des Trägermaterials (Adlercreutz, 1996). Als minimal benötigte Wasser-
menge wurde für die HLADH, aber auch für die YADH und die TbADH (Alkohol Dehydro-
genase aus Thermoanaerobium brockii) 0,1 Volumenprozent Wasser im Lösungsmittel He-
xan beschrieben (Deetz und Rozzell, 1988). Die HLADH benötigt in n-Heptan einen Wasser-
anteil von 2,5 %, um maximale Aktivität aufzuweisen (Itozawa und Kise, 1995). In Isopropy-
lether weist die HLADH bei optimaler Wasserkonzentration (0,5 %) ein Viertel der Aktivität 
wie in reinem Wasser auf (Zaks und Klibanov, 1988). Die Aktivität der TbADH  ist zwischen 
3 Ergebnisse und Diskussion                                                                                                                  Seite  105
6 und 30 mal besser in Wasser als in organischen Medien (in Abhängigkeit vom Lösungsmit-
tel) (Jönsson et al., 1999).  
 
Für die Carbonyl-Reduktase aus Candida parapsilosis wurde hier nun zunächst untersucht, 
ob nach Lyophilisation noch ausreichend Wassermoleküle für die Aktivität vorhanden sind. 
Dazu wurde die CPCR (pro Ansatz 1 U) zusammen mit dem Cofaktor lyophilisiert, da weder 
NADH + H+ noch der Biokatalysator im organischen Lösungsmittel Hexan löslich sind und 
der Cofaktor nicht durch das Lösungsmittel von einem Enzym zum anderen diffundieren 
kann. Es wurde ein Ansatz direkt mit dem Lyophilisat in 1 mL Hexan (mit 150 mM Ace-
tophenon) untersucht, sowie mit 1 % Isopropanol zur Regenerierung des Cofaktors. In beiden 
Ansätzen konnte keine Produktbildung nachgewiesen werden. Wurde das Lyophilisat aus 
CPCR und Cofaktor mit 1 % Puffer (100 mM, TEA pH 7,5) versetzt, konnte Aktivität festge-
stellt werden: es wurden 2,8 mM Phenylethanol gebildet. Bei zusätzlich 1 % Isopropanol zur 
Cofaktorregenerierung wurde der Substratumsatz weiter gesteigert: 25,6 mM Acetophenon 
wurde zu (S)-Phenylethanol reduziert (ca. 17 %). Bei einem Volumenprozent Wasser im An-
satz wurde bereits ein Zwei-Phasen-System gebildet. Die Proteine agglomerierten und hafte-
ten am Rand des Reaktionsgefäß. Dadurch ist keine genau definierte Grenzfläche gegeben, 
pro Ansatz variiert die Größe der Oberfläche, so dass ein Vergleich zwischen verschiedenen 
Proben schwierig ist. Problematisch ist zusätzlich der Einsatz der Formiat-Dehydrogenase zur 
enzymatischen Cofaktorregenerierung, da die FDH in Lösung mit 50 % Glycerin gelagert 
wurde und so das Volumen der wässrigen Phase vergrößert werden würde. Das Substrat der 
FDH ist als Natriumformiat in Hexan unlöslich, könnte jedoch als Ameisensäure eingesetzt 
werden. Dies hätte jedoch einen Einfluss auf den pH-Wert, da die Pufferwirkung bei nur 1 % 
Wasserphase unzureichend wäre. Zusätzlich würde aber auch das Volumen der wässrigen 
Phase dabei verändert werden. 
 
Es zeigte sich, dass die Wassermenge, die nach Lyophilisation noch am Biokatalysator haftet, 
für die Aktivität in einem organischen Lösungsmittel nicht ausreichend ist. Es muss Wasser 
zugefügt werden, um eine katalytisch aktive Konformation zu erhalten bzw. damit das Enzym 
flexibel genug ist, das Substrat zu binden und umzusetzen. Dabei scheint 1 % Puffer ausrei-
chend zu sein, eventuell würden auch geringere Konzentrationen ausreichen. Für die HLADH 
wurde dies ebenfalls beschrieben (Grunwald et al., 1986 und Larsson et al., 1991): nur bei 
Zugabe von etwas Wasser oder einem wassergesättigten Lösungsmittel zeigte der, zusammen 
mit dem Cofaktor lyophilisierte Biokatalysator Aktivität. Bei manchen Alkohol-
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Dehydrogenasen wird die Stereospezifität durch das organische Lösungsmittel, oder den 
Wassergehalt in diesem, beeinflusst. Dies ist z. B. für die TbADH beschrieben (Jönsson et al., 
1999; Keinan et al., 1984). Die Stereoselektivität der Carbonyl-Reduktase wurde durch das 
Hexan nicht beeinflusst. 
 
Im weiteren wurde mit Zwei-Phasen-Systemen gearbeitet, die eine größere Wasserphase auf-
weisen, um eine definierte Grenzfläche zu erzeugen und einen besseren Vergleich zwischen 
den Ansätzen ziehen zu können. In Abbildung 30 sind die Reaktionsansätze gezeigt, mit de-
nen das native Zwei-Phasen-System untersucht wurde. Es wurden GC-Vials mit jeweils 1 mL 
Volumen eingesetzt. In der wässrigen Phase, die die Biokatalysatoren, sowie den Cofaktor 
beinhaltete, wurde ein Rührfisch eingesetzt, um eine Durchmischung dieser Phase zu gewähr-
leisten. Die Diffusion des Substrates aus der organischen in die wässrige Phase und des Pro-
duktes in die Hexan-Phase erfolgte durch reine Diffusion. Die organische Phase mit dem 
Substrat wurde in den Volumenanteilen 25 % (1), 50 % (2) und 75 % (3) (v/v) zugefügt. 
 
e 
                                     (1)      (2)       (3) 
Abbildung 30: Ansätze im Zwei-Phasen-
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stellen des Verteilungsgleichgewic
nische Phase gaschromatographis
zentrationen in beiden Phasen bes
den, dass die Reaktion nach 48 Stu
erfolgte. 
 
Substratgekoppelte Cofaktorregen
Die Substratkonzentration wurde 
jeweils 100 mM Acetophenon ein
nen 400, 200 und 133 mM vorgelHexanphase 
Wässrige PhasSystem mit 25, 50 und 75 % Hexanphase (v/v), Gesamtvolumen: 1 mL 
tinuierlich Proben gezogen, da dies bei so kleinen Volumi-
, zu großen Unterschieden in den Phasenverhältnissen füh-
den nach 3 –5 Tagen, nach Ablaufen der Reaktion und Ein-
htes, die wässrige Phase mit Hilfe der HPLC und die orga-
ch analysiert. Dadurch konnten Substrat- und Produktkon-
timmt werden. In einem Vorversuch war sichergestellt wor-
nden abgeschlossen war und keine weitere Produktbildung 
erierung 
zunächst in den Ansätzen konstant gehalten und es wurden 
gesetzt, also in der organischen Phase in den Konzentratio-
egt. Entsprechend seiner Löslichkeit liegt das Acetophenon 
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hauptsächlich in der organischen Phase vor, die dadurch als Substratreservoir dient. Das Sub-
strat diffundiert in die wässrige Phase, wird umgesetzt und während das Produkt in die orga-
nische Phase extrahiert wird, kann weiteres Substrat nachdiffundieren. In Abbildung 31 ist 
die gebildete Phenylethanol-Konzentration in Abhängigkeit vom Anteil organischer Phase 
gezeigt, sowohl für 100 mM Acetophenon, als auch für die doppelte Substratkonzentration.  
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Abbildung 31: Phenylethanol-Bildung bei 100 und 200 mM Anfangskonzentration, Cofaktorregenerierung mit 
10 % Isopropanol, 0,5 U/mL CPCR, 1 mM NADH + H+, 30 °C  
 
Das Substrat der Regenerierungsreaktion wurde in einem Verhältnis von 10 % (v/v) zur wäss-
rigen Phase eingesetzt. Diese Konzentration hatte sich im wässrigen Ein-Phasen-System als 
optimal herausgestellt: während höhere Konzentrationen zu einer Verringerung der Produkt-
ausbeute führten, hatten geringere Konzentrationen keinen so großen Einfluss. Die höchsten 
Produkt-Konzentrationen wurden jeweils im Ansatz mit 25 % organischer Phase erreicht, 55 
bzw. 92 mM Phenylethanol (bei 100 bzw. 200 mM Substrat-Anfangskonzentration). Die 
niedrigste Produktbildung erfolgte in den Ansätzen mit 75 % organischer Phase. Der Ace-
tophenonumsatz lag in den Ansätzen mit 200 mM Substrat zwischen 20 und 30 % niedriger, 
als in den 100 mM-Ansätzen. Der Grund liegt wahrscheinlich in der zu geringen Stabilität der 
CPCR unter den gegebenen Bedingungen; die Aktivität nahm zu schnell ab, um höhere Um-
sätze zu erzielen. Im Vergleich zum nativen Ein-Phasen-System, in dem ebenfalls mit Isopro-
panol als Regenerierungsagenz gearbeitet wurde und Umsätze von 92,5 % erreicht wurden, 
zeigt sich hier eine schlechtere Produktbildung. Der Grund hierfür liegt in der inaktivierenden 
Wirkung des organischen Lösungsmittels, das hier als Substratreservoir dient. In den Ansät-
zen mit großem Anteil an organischer Phase kommt diese noch stärker zum Tragen als in den 
Ansätzen mit 25 % Hexanphase. Hier wird allerdings auch ein Vorteil des Zwei-Phasen-
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Systems deutlich: während im Ein-Phasen-System eine maximale Acetophenon-
Konzentration von 45 mM eingesetzt werden kann - bei 92,5 % Umsatz entspricht dies einer 
maximalen Produktausbeute von ca. 41,5 mM - wurden hier 92 mM Produkt gebildet. Pro-
duktausbeuten in dieser Größenordnung wären in einem rein wässrigen System nicht mög-
lich. 
 
Um den deaktivierenden Einfluss der organischen Phase näher untersuchen zu können, wur-
den im folgenden Experiment die gleichen Phasenverhältnisse wie im vorherigen verwendet, 
aber unterschiedliche Substrat-Konzentrationen eingesetzt, jeweils 100 mM in der Hexanpha-
se. Die daraus resultierenden Gesamtkonzentrationen betragen dementsprechend 25, 50 und 
75 mM. Die Steigerung der Substratkonzentration von 25 auf 50 mM führte zu einer höheren 
Produktkonzentration, ca. 28 mM Phenylethanol wurde gebildet im Vergleich zu ca. 19 mM 
im 25 %-Ansatz (siehe Abbildung 32). Bei 75 % Hexanphase lag die Produktausbeute etwas 
niedriger als bei 50 %, bei ungefähr 25 mM. Hier zeigen sich zwei gegensätzliche Effekte: die 
Steigerung der Aktivität bei Erhöhung der Acetophenon-Konzentration gegen den deaktivie-
renden Einfluss der organischen Phase. In Ansatz (2) scheint die Erhöhung der Substratkon-
zentration einen wesentlich größeren Einfluss auszuüben als die Erhöhung des Anteils organi-
scher Phase; die Produktausbeute stieg gegenüber dem 25 %-Ansatz an. Eine weitere Steige-
rung der Substratkonzentration scheint einen geringeren positiven Effekt auszuüben als die 
deaktivierende Wirkung der Hexanphase, deren Anteil gegenüber der wässrigen Phase erhöht 
war. Die gebildete Produktkonzentration ist niedriger. 
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Abbildung 32: Gebildete Phenylethanolkonzentration bei 100 mM Acetophenon in der organischen Phase, Co-
faktorregenerierung mit 10 % Isopropanol, 0,5 U/mL CPCR, 30 °C 
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Betrachtet man die prozentualen Umsätze, so erfolgte der höchste Umsatz im ersten Ansatz: 
74 % des Acetophenons wurden zu Phenylethanol reduziert. Der Umsatz ist also, wie auch 
schon im vorherigen Experiment, in dem Ansatz am größten, wo die organische Phase den 
geringsten Anteil am Gesamtvolumen hat. 
 
Enzymgekoppelte Cofaktorregenerierung 
Im folgenden Versuch wurde die Umsetzung von Acetophenon im Zwei-Enzym-System un-
tersucht. Die Cofaktorregenerierung wurde mit Hilfe der Formiat-Dehydrogenase durchge-
führt. Die Konzentrationen an Substrat, Cofaktor und die Volumenverhältnisse sowie die äu-
ßeren Bedingungen wurden wie im substratgekoppelten System eingestellt, um einen direkten 
Vergleich der Cofaktor-Regenerierungssysteme ziehen zu können. Dazu wurde zunächst das 
optimale Verhältnis der Biokatalysatoren zueinander untersucht, da sich der Einfluss des or-
ganischen Lösungsmittels auf CPCR und FDH unterschiedlich stark auswirken kann. Das 
Ergebnis dieser Untersuchung ist in Tabelle 17 dargestellt. 
 
Tabelle 17: Prozentualer Umsatz in den Ansätzen 25, 50 und 75 % Anteil organischer Phase, mit Substrat-
Anfangskonzentration von 200 mM, Verhältnis CPCR zu FDH 1:1, 1:2 und 1:4 
 
 
 
 
 
 
Anteil organischer Phase 
CPCR : FDH 
25% 50% 75% 
1:1 41,0 % 32,2 % 17,1 % 
1:2 42,9 % 33,8 % 16,7 % 
1:4 45,9 % 35,0 % 15,5 % 
Sowohl bei 25 % Hexananteil als auch bei 50 % wurden die höchsten Umsätze bei einem 4-
fachen FDH-Anteil erzielt. Höhere Konzentrationen an Formiat-Dehydrogenase gegenüber 
der CPCR konnten nicht eingesetzt werden, ohne die Aktivität der CPCR zu reduzieren, da 
das Volumen der wässrigen Phase begrenzt war. Bei einem Anteil der organischen Phase von 
75 % zum Gesamtvolumen zeigte sich hingegen bei gleichen Verhältnissen der Biokatalysa-
toren zueinander die höchste Produktausbeute. Hier scheint die Carbonyl-Reduktase durch 
das organische Lösungsmittel stärker inaktiviert worden zu sein als die Formiat-
Dehydrogenase, so dass geringe Konzentrationen vom Regenerierungsenzym notwendig wa-
ren, um ausreichend reduzierten Cofaktor zur Verfügung zu stellen. Der Grund für den Rück-
gang der CPCR-Aktivität bei höheren FDH-Konzentrationen ist allerdings unklar, eventuell 
stört hier die Anwesenheit von Glycerin die Reaktion bzw. die Diffusion des Substrates in die 
wässrige Phase. Die Formiat-Dehydrogenase lag als Glycerin-Stammlösung vor. Bei hohen 
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FDH-Konzentrationen wurde dadurch relativ viel Glycerin mit in die Reaktion eingebracht, 
was sich bei nur 25 % wässriger Phase bemerkbar gemacht haben könnte. Glycerin hat keinen 
negativen Einfluss auf die Aktivität oder Stabilität der Carbonyl-Reduktase, das CPCR-
Präparat von Jülich Fine Chemicals wird sogar in 50 % Glycerin vertrieben. 
 
Für die Umsetzung von 100 bzw. 200 mM Acetophenon wurde ein Verhältnis der Biokataly-
satoren zueinander von 1:4 gewählt. Dadurch wurde zwar eine etwas geringere Aktivität im 
Ansatz mit 75 % Hexanphase in Kauf genommen, dafür konnte ein guter Vergleich zu den 
wässrigen Ein-Phasen-Systemen gezogen werden, wo ebenfalls bei 4-fachem Anteil FDH zu 
CPCR die besten Ergebnisse erzielt wurden. In Abbildung 33 ist die Phenylethanol-Bildung 
bei 100 bzw. 200 mM Substrat-Anfangskonzentration dargestellt. Die höchste Produktkon-
zentration wurde hier, wie auch im substratgekoppelten Ansatz, bei 25 %igem Anteil organi-
scher Phase erzielt.  
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Abbildung 33: Phenylethanol-Bildung bei 100 und 200 mM Anfangskonzentration, 0,5 U/mL CPCR,                             
2 U/mL FDH, 1 mM NADH + H+, 1 mM DTT, 30 °C  
 
Zusammenfassend ist in Abbildung 34 ein direkter Vergleich der Regenerierungssysteme 
gezeigt. Die substratgekoppelte Cofaktor-Regenerierung führte zu leicht höheren Produktaus-
beuten, aber die Unterschiede sind gering.  
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Abbildung 34: Vergleich der enzym- und der substratgekoppelten Cofaktorregenerierung bei 200 mM Substrat-
konzentration, 0,5 U/mL CPCR, Cofaktorregenerierung mit FDH (1:4) bzw. 10 % Isopropanol, 1 
mM NADH + H+, 1 mM DTT, 30 °C  
 
Ein Vergleich mit den nativen Ein-Phasen-Systemen zeigt, dass dort in den Ansätzen mit der 
Formiat-Dehydrogenase etwas höhere Umsätze erzielt wurden (99,5 % gegenüber 92,5 %). 
Die Umsätze im Zwei-Phasen-System sind zwar geringer, aber durch die höhere Substratkon-
zentration von 200 mM gegenüber 45 mM sind deutlich höhere Produktkonzentrationen mög-
lich. Bei der substratgekoppelten Cofaktorregenerierung wurden (S)-Phenylethanol-
Konzentrationen bis 92 mM erreicht, bei der enzymgekoppelten bis 85,2 mM. 
 
 
Umsatz von p-Bromoacetophenon: 
Die Reduktion von p-Bromoacetophenon wurde ebenfalls in den Ansätzen mit 25, 50 und 75 
% Hexanphase (v/v) untersucht, mit 50 und 100 mM Anfangskonzentration. Der höchste Um-
satz (87 %) wurde bei 50 mM p-Bromoacetophenon erzielt, in dem Ansatz mit dem gerings-
ten Anteil an organischem Lösungsmittel. Eine Verdopplung der Substratkonzentration führte 
zu geringeren Umsätzen, es wurde bei 25 % Hexanphase 63 mM p-Bromophenylethanol ge-
bildet. Dies deutet darauf hin, dass die Biokatalysatoren zu schnell inaktiviert wurden, wo-
durch in den 100 mM-Ansätzen geringere Umsätze erzielt wurden. 
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Abbildung 35: Produktbildung bei der Umsetzung von 50 und 100 mM p-Bromoacetophenon, 0,5 U CPCR und 
0,5 U FDH mL-1, 1 mM NADH + H+, 1 mM DTT, 30 °C 
 
Es erfolgte also eine Deaktivierung der Biokatalysatoren, entweder durch das organische Lö-
sungsmittel selbst oder durch die Grenzfläche. Um die Deaktivierung genauer untersuchen zu 
können, müsste man bei gleichen Volumenverhältnissen die verschiedenen Ansätze unter-
schiedlich stark schütteln und die Inaktivierung berechnen (Halling, 1994). Bei genau defi-
nierter Grenzfläche zwischen einem wässrigen und einem organischen, nicht-
wassermischbaren Lösungsmittel könnte in einer Blasensäule die Inaktivierung bei unter-
schiedlich großen Grenzflächen bestimmt werden (Ghatorae et al., 1994, Halling et al., 1998). 
 
Mit der ReADH wurde bereits der Umsatz von p-Bromoacetophenon in einem Zwei-Phasen-
System untersucht, mit 20 % Heptan als organischer Phase. Dabei wurde 65 % des Substrates 
reduziert, mit einem Enantiomerenüberschuss von 97 %. Das Substrat wurde in einer Kon-
zentration von 10 mM eingesetzt, die Regenerierung des Cofaktors wurde mit einer stabileren 
FDH-Mutante erreicht (Gröger et al., 2003). In dem hier untersuchten System mit 25 % He-
xanphase konnten vergleichbare Ergebnisse mit der CPCR erzielt werden; 63 % Umsatz mit 
einem ee von >99 %. Die Konzentration von p-Bromoacetophenon betrug 100 mM. Das Ver-
hältnis der Alkohol-Dehydrogenase zur FDH betrug in beiden Fällen 1:1, obwohl hier mit 
einer weniger stabilen Formiat-Dehydrogenase gearbeitet wurde. Das System aus CPCR und 
FDH in einem Zwei-Phasen-System mit Hexan als organischer Phase kann also mit existie-
renden Verfahren konkurrieren und aufgrund des etwas unterschiedlichen Substratspektrums 
bei verschiedenen Synthesen passender sein. In der Praxis wäre diese Methode in einem gro-
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ßen Maßstab schwieriger anzuwenden, da die Diffusion des Substrates aus der organischen 
Phase in die wässrige Phase bei der Größe dieser Grenzfläche zu langsam erfolgen würde.  
 
Der Einsatz in nativen wässrig-organischen Zwei-Phasen-Systemen führte zu guten Aktivitä-
ten der Biokatalysatoren CPCR und FDH. Dabei dient die organische Phase als Substrat-
Reservoir für hydrophobe Substanzen, die durch Diffusion in die wässrige Phase gelangen. 
Dadurch können höhere Substratkonzentrationen eingesetzt werden als in rein wässrigen Sys-
temen, wo sonst mit Zudosierung gearbeitet werden müsste, um hohe Produktkonzentrationen 
erreichen zu können. Dieser Vorteil konnte am Beispiel des hydrophoben Acetophenon-
Derivates p-Bromoacetophenon verdeutlicht werden. Hier wurde bis zu 63 mM p-
Bromophenylethanol gebildet. In einem rein wässrigen Ansatz wären, selbst mit Löslich-
keitsvermittler, maximal 10 mM möglich. Ein weiterer Vorteil dieses Systems ist, dass die 
Konzentrationen an Substrat und Produkt in beiden Phasen verfolgt werden können und so 
die exakten Umsätze detektierbar sind. Als besonders günstig zeigte sich ein Volumenver-
hältnis der wässrigen zur organischen Phase von 3:1. Hier war das Verhältnis von Grenzflä-
che zum Volumen der wässrigen Phase am kleinsten, da die Phasen nicht durchmischt wur-
den, sondern lediglich übereinander geschichtet worden waren. 
 
 
3.5.3 Synthesen mit in PVA-immobilisierter CPCR  
 
Für die Optimierung der Synthesereaktion mit immobilisierten Biokatalysatoren wurde zu-
nächst, wie auch bei der Charakterisierung der immobilisierten CPCR (siehe 3.3.3), Polyvi-
nylalkohol als Matrix ausgewählt. Anschließend wurde eine Validierung der Parameter, die 
sich als signifikant für die Reaktion herausstellten, mit den quellfähigen NIPA-Hydrogelen 
durchgeführt. Dabei sollte festgestellt werden, ob die Matrix, in die die Biokatalysatoren im-
mobilisiert wurden, einen Einfluss auf die Bedingungen hat, unter denen ein optimaler Um-
satz des Substrates erfolgt.  
 
In den gelstabilisierten Zwei-Phasen-Systemen, bestehend aus in PVA-immobilisierten Bio-
katalysatoren und Hexan als umgebendem organischen Lösungsmittel, wurde die Hydro-
gelphase in einem Verhältnis von 1:3 zum organischem Lösungsmittel eingesetzt. In den na-
tiven Ansätzen hatte sich zwar ein Volumenverhältnis von 3:1 (wässrige zu organischer Pha-
se) als optimal herausgestellt, doch hier sollten die Immobilisate von dem Lösungsmittel 
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komplett umgeben sein, um einen guten Austausch zwischen den Phasen zu gewährleisten. 
Die Grenzfläche zwischen den kugelförmigen Immobilisaten und der Hexanphase war sehr 
viel größer als in den liquiden Zwei-Phasen-Systemen, unabhängig vom Volumen der organi-
schen Phase. Da aber keine Durchmischung im Hydrogel erfolgt, werden nicht alle Biokata-
lysatormoleküle der Grenzfläche zum organischen Lösungsmittel ausgesetzt. Dadurch bleiben 
die Enzymmoleküle im Inneren des Hydrogels aktiv. Aufgrund der hohen Löslichkeit der 
verwendeten Substrate in Hexan (vor allem wurden Acetophenon und –Derivate im gelstabi-
lisierten System untersucht), war es nicht notwendig, höhere Volumina an organischem Lö-
sungsmittel einzusetzen. 
 
Substratgekoppelte Cofaktorregenerierung 
Untersucht wurde die Produktbildung mit der immobilisierten Carbonyl-Reduktase unter Re-
generierung des Cofaktors mit Isopropanol zwischen 2,5 und 15 %, wobei die Cosubstrat-
Konzentration hier auf das Volumen der Kugeln bezogen wurde. Die höchste Phenylethanol-
Konzentration in der organischen Phase wurde mit 17,8 mM im Ansatz mit 10 % Isopropanol 
detektiert (Abbildung 36). Geringfügig niedriger war die Produktkonzentration bei 15 % Co-
substrat. 
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Abbildung 36: Phenylethanolkonzentration bei variierender Cosubstrat-Konz., 1 U/g Kugeln, 1 mM NADH+H+, 
1 mM DTT, 50 mM Acetophenon, 25°C 
 
Die Substratkonzentration betrug 50 mM, der Umsatz dementsprechend 35,4 %, nur von dem 
ausgehend, was in der organischen Phase detektiert werden konnte. Der Unterschied in der 
Produktbildung bei verschiedenen Isopropanol-Konzentrationen kommt hier stärker zum Tra-
gen als in den nativen Ansätzen. Das Ergebnis ist jedoch vergleichbar, der höchste Umsatz 
erfolgte bei 10 % Cosubstrat. Die inaktivierende bzw. inhibierende Wirkung des Isopropanols 
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auf die CPCR ist am Kurvenverlauf erkennbar. Die Aktivität in den ersten Stunden ist in den 
Ansätzen mit niedriger Isopropanol-Konzentration am höchsten und sinkt mit steigender 
Konzentration. Bereits nach 24 Stunden knickt die Aktivität bei 2,5 % Isopropanol ab; es fin-
det kaum noch Umsatz statt, obwohl noch ausreichend Isopropanol zur Verfügung hätte ste-
hen müssen (> 1 mol L-1) .  
 
Enzymgekoppelte Cofaktorregenerierung 
Für das gekoppelte System, bestehend aus CPCR und FDH, immobilisiert in PVA, wurde das 
optimale Verhältnis der Biokatalysatoren zueinander bestimmt. Dazu wurde bei jeweils 1 U 
CPCR pro Gramm Kugeln die FDH-Konzentration variiert. Die höchste Produktbildung wur-
de bei einem Verhältnis von CPCR zu FDH von 1:1 erreicht. Nur geringfügig niedriger zeigte 
sich ein Verhältnis 1:0,5 (Abbildung 37). Eine Erhöhung der FDH- gegenüber der CPCR-
Konzentration erbrachte keine Steigerung der Aktivität mit sich, die Regenerierung des Co-
faktors scheint bereits bei niedriger FDH-Konzentration effizient genug zu sein. 
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Abbildung 37: Gebildete Phenylethanolkonzentration bei versch. Coenzym-Konzentrationen, 1 U CPCR pro g 
Kugeln, 0,25 - 2 U FDH g-1 Immobilisate, 2 mM NADH + H+, 1 mM DTT, 150 mM  Acetophe-
non, 25 °C 
 
Dieses Ergebnis zeigt einen deutlichen Unterschied zwischen den Ergebnissen der nativen 
und des immobilisierten Systems. Bei einem Einsatz der nativen Biokatalysatoren, sowohl im 
rein wässrigen als auch im Zwei-Phasen-System, zeigte sich ein optimaler Umsatz bei erhöh-
ter Konzentration an Formiat-Dehydrogenase gegenüber der Carbonyl-Reduktase. Dies könn-
te bedeuten, dass die CPCR durch die Immobilisierungsprozedur stärker inaktiviert wird als 
die FDH und somit die FDH im Hydrogel eine höhere Aktivität im Vergleich zur CPCR auf-
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weist. Eventuell spielt auch die räumliche Nähe eine Rolle, durch die der Cofaktor in der 
Matrix eventuell effektiver regeneriert werden kann. 
 
In Abbildung 38 ist jeweils ein Ansatz mit substrat- und enzymgekoppelter Cofaktorregene-
rierung unter sonst gleichen Bedingungen dargestellt. Die Cosubstratkonzentration betrug 5 
% Isopropanol, also in diesem Fall nicht das Optimum für die Regenerierung. Trotzdem zeigt 
sich in diesem Ansatz eine deutliche höhere Phenylethanol-Bildung (29,7 mM), bei der FDH-
gekoppelten Cofaktorregenerierung betrug die Produktkonzentration 23,1 mM. Dies ent-
spricht Substratumsätzen von 20 bzw. 15 %.  
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Abbildung 38: Phenylethanolbildung bei substrat- und enzymgekoppelter  Cofaktor-Regenerierung, 1 U CPCR/g 
Kugeln, 2 mM NADH + H+, 1 mM DTT, 150 mM Acetophenon, 25 °C 
 
Auch hier zeigt sich ein Unterschied zu den einphasigen Systemen, in denen die Regenerie-
rung des Cofaktors mit Hilfe der Formiat-Dehydrogenase zu höheren Produktausbeuten führ-
te. Wie in den liquiden Zwei-Phasen-Systemen waren die Ausbeuten im substratgekoppelten 
Ansatz mit Isopropanol höher, auch wenn die Unterschiede im gelstabilisierten System stär-
ker ausgeprägt waren. Eventuell wirkt die Hydrogelmatrix als Diffusionsbarriere für NAD+ 
bzw. NADH + H+. Dies könnte in den enzymgekoppelten Ansätzen stärker zum Tragen 
kommen als in den substratgekoppelten, da der Cofaktor zur Regenerierung durch die Matrix 
zu einem zweiten Enzym diffundieren muss. Dies ist in den substratgekoppelten Ansätzen 
nicht notwendig, da die CPCR beide Reaktionen katalysiert.  
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Ingesamt zeigt sich hier ein sehr deutlicher Unterschied zu den wässrigen Ein- und den wäss-
rig-organischen Zwei-Phasen-Systemen mit den nativen Biokatalysatoren. Dort wurden deut-
lich höhere Umsätze erzielt als mit den in Hexan eingesetzten Immobilisaten. Grund dürfte 
vor allem die Deaktivierung der Biokatalysatoren an der Grenzfläche zwischen der gelstabili-
sierten wässrigen Phase und dem umgebenden Lösungsmittel sein. Es wurde zwar die Stabili-
tät innerhalb der Matrix erhöht, doch die Aktivität bei direktem Kontakt zum Hexan so stark 
erniedrigt, dass nur ein kleiner Anteil der Biokatalysatoren Substrat umzusetzen vermochte. 
Nach zwei Stunden betrug die Produktkonzentration in der organischen Phase 2,3 mM.  
 
Berechnet man hieraus unter Berücksichtigung der Dichte der Kugeln (1,49 g mL-1) und der 
in den Hydrogelkugeln vorliegende Phenylethanolkonzentration (Verteilungsgleichgewicht 
für Phenylethanol - siehe 3.3.1) betrug die Aktivität 0,058 U mL-1, gemittelt über eine Zeit-
spanne von zwei Stunden. Dies ist eher eine ungefähre Größenordnung, da die Aktivität die 
Anfangsgeschwindigkeit angibt und die Verteilung für Phenylethanol nach Einstellung eines 
Gleichgewichtes bestimmt wurde. Zu der Differenz zwischen der bestimmten und eingesetz-
ten Aktivität kommt noch, dass die Aktivität der CPCR vor der Immobilisierung unter Stan-
dardbedingungen, mit 8 mM ABEE und bei einer Temperatur von 37 °C bestimmt wurde. 
Trotz dieser Faktoren scheint die Aktivität stark verringert zu sein: Die Ausbeuten sind sehr 
viel geringer als in den Ansätzen mit nativem Enzym, wo 92,5 bis 99,5 % Umsatz in den rein 
wässrigen Systemen erzielt wurde und 55,3 bis 58,9 % in den Zwei-Phasen-Systemen. Zu-
sätzlich könnte hier der Massentransportwiderstand die Diffusion behindert haben, aber bei 
den geringen Aktivitäten dürfte dies nicht ins Gewicht fallen. Durch die Kugelform ist eine 
sehr hohe Grenzfläche gegeben, dies dürfte zur Deaktivierung der Biokatalysatoren an der 
Kugeloberfläche geführt haben. 
 
Nachdem sich bei den enzymgekoppelten Ansätzen herausgestellt hatte, dass ein Verhältnis 
der Biokatalysatoren zueinander von 1:1 die höchste Produktbildung hervorruft, wurden die 
folgenden Systemoptimierungen mit gleichen Konzentrationen an CPCR und FDH durchge-
führt. Zunächst wurde die Cofaktorkonzentration untersucht, die zu maximalem Substratum-
satz führt. Je höher die NADH + H+-Konzentration gewählt wurde, um so höher war auch die 
Produktbildung (siehe Abbildung 39). Die höchste untersuchte NADH-Konzentration betrug 
2 mM. 
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Abbildung 39: Phenylethanolbildung bei versch. Cofaktorkonzentrationen, 1 U CPCR g-1 Immobilisate, 1 U 
FDH g-1 Immobilisate, 1 mM DTT, 150 mM Acetophenon, 25 °C 
 
Statt NADH + H+ konnte auch der oxidierte Cofaktor eingesetzt werden. Die gebildete      
Phenylethanolkonzentration bei gleichen Cofaktorkonzentrationen war zunächst gleich hoch; 
nach 28 Stunden stieg die Produktbildung im Ansatz mit NADH + H+ noch etwas stärker an 
als in dem mit NAD+. Aus ökonomischen Gesichtspunkten wäre der Einsatz von NAD+ emp-
fehlenswert, da die reduzierte Form des Cofaktor teurer als die oxidierte ist. Hier wurde trotz-
dem mit NADH + H+ weitergearbeitet, da die Reaktion dann zu einem genau definierten Zeit-
punkt gestartet werden kann, sobald das Substrat der Carbonyl-Reduktase zugegeben wird. 
Wird hingegen NAD+ mit in die Hydrogelkugeln immobilisiert, kann die Reduktion des Co-
faktors schon bei der Kugelherstellung erfolgen, da das Substrat der Formiat-Dehydrogenase 
ebenfalls in den Kugeln vorgelegt wird. Aus diesem Grund wurde die Reaktion in den fol-
genden Versuchen mit dem reduzierten Cofaktor bei einer Konzentration von 2 mM gestartet. 
 
Das Temperaturoptimum der immobilisierten Carbonyl-Reduktase (siehe Punkt 3.3.3 – Cha-
rakterisierung der in PVA-immobilisierten CPCR) war über einen Zeitraum von 10 Minuten 
bestimmt worden, um den Einfluss der thermischen Deaktivierung ausschließen bzw. mini-
mieren zu können. Bei der Bestimmung der Temperaturstabilität wurde hingegen nur die De-
aktivierung in Abhängigkeit der Temperatur beobachtet. Die Reaktion wurde bei 30 °C 
durchgeführt, um die Restaktivität bestimmen zu können. Die optimale Reaktionstemperatur 
ist eine Kombination aus Aktivität und Stabilität beider Biokatalysatoren unter den jeweiligen 
Bedingungen. Abbildung 40 zeigt die Phenylethanolbildung in Abhängigkeit der Temperatur, 
die zwischen 8 und 35 °C variiert wurde.  
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Abbildung 40: Phenylethanolbildung in Abhängigkeit der Temperatur, 1 U CPCR g-1 Immobilisate, 1 U FDH g-1 
Immobilisate, 2 mM NADH + H+, 1 mM DTT, 150 mM Acetophenon 
 
Während der ersten 28 Stunden erfolgte die stärkste Produktbildung bei der höchsten Tempe-
ratur. Die pro Zeiteinheit gebildete Phenylethanolkonzentration fiel mit der Temperatur, bei 
der die Reaktion durchgeführt wurde. Nach ca. 50 Stunden waren die Biokatalysatoren, die 
bei 35 °C eingesetzt worden waren, deaktiviert, es fand keine weitere Reaktion statt. Bei 
Temperaturen von 25 bzw. 30 °C war bis ca. 100 Stunden Aktivität vorhanden, die bis zu 
diesem Zeitpunkt gebildete Produktkonzentration betrug ca. 23 mM. Die höchste Phenyletha-
nolbildung erfolgte bei 20 °C. Allerdings musste der Versuch nach 240 Stunden abgebrochen 
werden, obwohl in den Ansätzen bei 20 °C bzw. unterhalb dieser Temperatur noch Aktivität 
vorhanden war. Eventuell wäre die Produktkonzentration bei den niedrigeren Temperaturen 
noch stärker gestiegen. Da die Aktivität bei diesen Temperaturen jedoch sehr gering war, wä-
re es trotzdem unökonomisch die Reaktion unter 20 °C ablaufen zu lassen. Es wurde eine 
Temperatur von 25 °C gewählt, um die nächsten Reaktionen untersuchen zu können. Eine 
Erhöhung um 5 °C hatte kaum Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit. 
 
Nach der Optimierung der Cofaktor- und Coenzymkonzentration sowie der Reaktionstempe-
ratur wurde die Enzymbeladung der Immobilisate näher untersucht. Eine Steigerung der 
CPCR-Beladung in den Immobilisaten sollte bis zu einer bestimmten Konzentration eine Er-
höhung der Produktausbeute zur Folge haben, da mehr Substratmoleküle pro Immobilisat 
umgesetzt werden können. Die Beladungskapazität der Hydrogelkugeln ist jedoch be-
schränkt: Zum einen durch das maximale Volumen an Enzymlösung, welche bei der Herstel-
lung der Immobilisate zur PVA-Lösung zugegeben werden kann, um noch feste Hydrogelku-
geln zu erhalten, zum anderen da ab einer bestimmten Enzymbeladung nicht mehr Substrat 
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umgesetzt werden kann. Dieser Punkt ist erreicht, wenn die Diffusion der Substratmoleküle in 
die Kugeln langsamer erfolgt als ihre Umsetzung. Diese Beladungskapazität wird bei noch 
relativ stark verunreinigten Enzympräparaten schneller erreicht als bei sehr reinen Substan-
zen, da andere Proteine, Pufferbestandteile, Salze und noch vorhandene Polyethylenglykol-
Moleküle von der Aufreinigung die Diffusion behindern. Die Enzymbeladung wurde bei glei-
chem Verhältnis von CPCR und FDH zueinander variiert und der Umatz bei Beladungen zwi-
schen 1 und 8 U g-1 Immobilisate untersucht. Die Steigerung der Enzymbeladung von 1 auf 2 
U pro Gramm Hydrogelkugeln führt zu einer 1,3-fachen Steigerung der Produktausbeute, bei 
4 U g-1 auf das 1,4-fache. Eine weitere Steigerung der CPCR-Konzentration führt nicht zu 
höheren Produktkonzentrationen. Das Verhältnis der Biokatalysatoren zueinander wurde 
nicht variiert, die FDH-Konzentration also im gleichen Verhältnis gesteigert wie die der Car-
bonyl-Reduktase. Das bedeutet, dass die hier ermittelte optimale Beladung von 2 U g-1 
Hydrogelkugeln nur für das FDH-gekoppelte Regenerierungssystem gilt und in substratge-
koppelten Ansätzen höher sein könnte, wenn außer der CPCR nicht noch ein weiteres En-
zymsystem in den Immobilisaten vorliegt.  
 
Zusätzlich wurde die Natriumformiat-Konzentration untersucht, die nötig ist eine möglichst 
hohe Produktbildung zu erzielen (siehe Abbildung 41). Die Produktmenge, die bei 100 mM 
Formiat gebildet wurde, wurde hier als 100 % gesetzt, da dies der Konzentration entspricht, 
mit der in den vorherigen Ansätzen gearbeitet worden war.  
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Abbildung 41: Prozentuale Produktbildung bei verschiedenen Natriumformiat-Konzentrationen zwischen 25 und 
200 mM, 2 U CPCR und 2 U FDH pro Gramm Immobilisate, 2 mM NADH + H+, 1 mM DTT, 
150 mM Acetophenon 
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Es zeigte sich, dass ab einer Konzentration von 100 mM keine nennenswerte Steigerung mehr 
möglich ist. Bei 50 mM Natriumformiat wurden 83 % des Produktes gebildet, die bei 100 
mM entstanden, bei 25 mM ca. 62 %. 
 
Fünf verschiedene halogenierte Acetophenon-Derivate wurden im gel-stabilisierten Zwei-
Phasen-System als Substrat der CPCR eingesetzt und ihr Umsatz untersucht. Alle fünf Ver-
bindungen wurden im nativen System mit guter Aktivität umgesetzt. Aufgrund ihrer 
Hydrophobizität wäre ein Umsatz in einem rein wässrigen System jedoch unökonomisch, da 
ihre Löslichkeit in Wasser unter 10 mM liegt. Im gel-stabilisierten Zwei-Phasen-System wur-
de mit 150 mM Substratkonzentration gearbeitet und die Produktbildung gaschroma-
tographisch bestimmt. Abbildung 42 zeigt die gebildete Produktkonzentration nach 48 Stun-
den im Vergleich zu Phenylethanol. 
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Abbildung 42: Produktbildung bei verschiedenen halogenierten Acetophenon-Derivaten 2 U CPCR und 2 U  
FDH g-1 Immobilisate, 2 mM NADH + H+, 1 mM DTT, 150 mM Substrat 
 
Der Umsatz von 3´-Chloroacetophenon war hier am höchsten, es wurde mehr als doppelt so-
viel Produkt gebildet wie bei nicht-substituiertem Acetophenon. Im wässrigen System war die 
Aktivität der CPCR zu diesem Acetophenon-Derivat am geringsten von den hier untersuchten 
fünf Verbindungen gewesen. Sowohl mit 4´-Chloro - als auch mit 4´- Bromoacetophenon 
wurden hohe Produktkonzentrationen erreicht, 1,8 mal mehr als für Acetophenon. 4´-
Iodoacetophenon wurde am schlechtesten umgesetzt, 18,6 mM Produkt wurde hier in der 
Hexanphase detektiert, weniger als beim nicht-substituierten Phenylethanol. Eventuell wird 
durch die zunehmende Elektronegativität der Halogene zunächst die Reduktion der Ke-
togruppe erleichtert, während beim iodierten Acetophenon die Größe des Restes dem entge-
genwirkt und eine verringerte Umsatzgeschwindigkeit bewirkt. Dem spricht jedoch entgegen, 
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dass auch sterisch komplexere Reste von der CPCR akzeptiert werden, wie bei der Analyse 
des Substratspektrums gezeigt werden konnte. 4´-Iodoacetophenon weist zwar den höchsten 
log P dieser Verbindungen auf (2,87 ± 0,31; Scifinder Scholar, 2006), dieser ist jedoch nur 
geringfügig höher als der von 4´-Bromoacetophenon (log P = 2,43 ± 0,31) oder von 3´-
Chloroacetophenon (log P = 2,51 ± 0,24), so dass dies keine Erklärung für den niedrigeren 
Umsatz von 4´-Iodo-acetophenon sein dürfte. Alle hier untersuchten Acetophenon-Derivate 
wurden von der CPCR stereospezifisch reduziert; in allen Ansätzen wurde ausschließlich das 
(S)-Enantiomer detektiert. 
 
Die höchste Phenylethanolkonzentration, die im gel-stabilisierten Zwei-Phasen-System mit 
Polyvinylalkohol als Immobilisierungsmatrix erreicht wurde, lag bei einer substratgekoppel-
ten Cofaktorregenerierung bei 36,9 mM. Die Cosubstratkonzentration betrug dabei 10 % be-
zogen auf das Hydrogelvolumen (bzw. 3,3 % für die organische Phase). Bei einer vorgelegten 
Substratkonzentration von 150 mM entspricht dies einem Umsatz von ca. 25 %. Unter Be-
rücksichtigung der Produktkonzentration, die in der Hydrogelphase vorliegt und aus den Ku-
geln extrahiert werden kann, wurden 36,4 % des eingesetzten Acetophenons reduziert. Der 
Substratumsatz in den enzymgekoppelten Ansätzen mit der Formiat-Dehydrogenase zur Re-
generierung des Cofaktors war geringer: Unter Berücksichtigung der Verteilung wurden ma-
ximal 24,8 mM Phenylethanol gebildet. Insgesamt waren die Umsätze in den gel-
stabilisierten Zwei-Phasen-Systemen sehr gering, wahrscheinlich ist dies auf eine Grenzflä-
cheninaktivierung zurückzuführen. Die besten Umsätze mit dem enzymgekoppeltem System 
wurden bei einem Verhältnis von CPCR zu FDH von 1:1 erzielt, bei 2 U pro Gramm Hydro-
gel und 2 mM NADH + H+. Eine Reaktionstemperatur von 25 °C stellte sich als guter Kom-
promiss zwischen Aktivität und Stabilität der Biokatalysatoren heraus. Eine Erhöhung der 
Cosubstrat-Konzentration über 100 mM brachte keine nennenswerte Steigerung der Aktivität 
mit sich. Der Reduktion verschiedener halogenierter Acetophenon-Derivate konnte im gel-
stabilisierten Zwei-Phasen-System gezeigt werden. 
 
 
3.5.4 Synthesen mit in NIPA-Gelen-eingehüllter CPCR: 
 
Mit der in PVA-immobilisierten CPCR (bzw. dem gekoppelten Enzymsystem aus CPCR und 
FDH) wurden zum Teil Unterschiede zu den nativen Enzymsystemen gefunden, bezüglich 
der Bedingungen, unter denen das System die höchste Aktivität aufwies. Diese Parameter 
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wurden mit den quellfähigen NIPA-Hydrogelen überprüft, um den Einfluss der Matrix beur-
teilen zu können. Abbildung 43 zeigt einen direkten Vergleich der Produktbildung mit den in 
Polyvinylalkohol- und in quellfähigen NIPA-Gelen immobilisierten Biokatalysatoren. In bei-
den Fällen erfolgte die Cofaktorregenerierung mit Hilfe der Formiat-Dehydrogenase bei ei-
nem Verhältnis der Biokatalysatoren zueinander von 1:1.  
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Abbildung 43: Gebildete Phenylethanolkonzentration mit NIPA- und PVA-immobilisierter CPCR und FDH, 2 U 
CPCR und 2 U FDH g-1 Matrix, 2 mM NADH + H+, 1 mM DTT, 150 mM  Acetophenon, 25°C 
 
Die Anfangsreaktionsgeschwindigkeit war mit den NIPA-Immobilisaten höher, fiel jedoch 
sehr rasch ab Nach 24 Stunden erfolgte keine weitere Produktbildung. Die in PVA-
immobilisierten Biokatalysatoren zeigten länger Aktivität. Bei der substratgekoppelten 
Cofaktorregenerierung wurde das gleiche Bild erhalten: der Umsatzunterschied zwischen den 
NIPA- und PVA-Ansätzen betrug nach 48 Stunden ebenfalls ca. 33 %. 
 
Die Ergebnisse der Biokatalyse in den NIPA-Hydrogelen sind im folgenden kurz dargestellt 
und Unterschiede zu den PVA-Immobilisaten diskutiert. 
 
Isopropanol-Konzentration: 
Die höchste Produktbildung erfolgte bei 10 % (v/w) Isopropanol (auf das Hydrogel bezogen). 
Die Anfangsreaktionsgeschwindigkeit war in den Ansätzen mit 2,5 und 5 % zwar höher, die 
Aktivität fiel dort jedoch schneller ab. Bei 2,5 % Isopropanol wurden 74 % der Phenyletha-
nolkonzentration gebildet, die bei 10 % erreicht wurden, bei 5 % Isopropanol 80 %. Diese 
Ergebnisse decken sich mit denen, die mit PVA-Immobilisaten erhalten wurden. Ein Ver-
gleich der substratgekoppelten Regenerierungsansätze mit enzymgekoppelten Ansätzen in 
den quellfähigen Hydrogelen zeigt, dass auch hier die Regenerierung des Cofaktors durch 
3 Ergebnisse und Diskussion                                                                                                                  Seite  124
Isopropanol zu höheren Produktausbeuten führt. Wurden sowohl CPCR als auch FDH in die-
se Matrix immobilisiert, lagen die gebildeten Produktkonzentrationen bei 60 - 68 % der Aus-
beuten, die mit Isopropanol als Cosubstrat erzielt wurden. Die folgenden Untersuchungen 
wurden mit dem gekoppelten Enzymsystem aus CPCR und FDH durchgeführt.  
 
Verhältnis der Biokatalysatoren zueinander: 
Bei einem Verhältnis von Carbonyl-Reduktase zu Formiat-Dehydrogenase von 1:4 zeigte sich 
ein deutlich besserer Substratumsatz als bei einem Verhältnis von 1:2 oder niedriger (Abbil-
dung 44). Höhere FDH-Konzentrationen konnten aufgrund des geringen Flüssigkeitsvolu-
mens, das vom Hydrogel aufgenommen werden kann, nicht eingestellt werden, ohne die 
CPCR-Konzentration zu verändern.  
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Abbildung 44: Gebildete Phenylethanolkonzentration bei versch. Coenzym-Konzentrationen, 1 U CPCR pro g 
Matrix, 0,5 - 4 U FDH g-1 NIPA-Gel, 2 mM NADH + H+, 1 mM DTT, 150 mM  Acetophenon, 
25°C 
 
Hier zeigt sich ein deutlicher Unterschied zu den Ansätzen mit in PVA immobilisierter CPCR 
und FDH, wo eine Steigerung der FDH- gegenüber der CPCR-Konzentration keine Wirkung 
auf die gebildete Produktmenge hatte. Das Ergebnis in der NIPA-Gelmatrix entspricht den 
nativen Systemen, wo ein erhöhtes Verhältnis von FDH zu CPCR günstiger ist. Bei der Syn-
these mit PVA-Immobilisaten war diskutiert worden, dass eventuell die Carbonyl-Reduktase 
durch die Immobilisierungsprozedur des Einfrierens und langsamen Auftauens stärker inakti-
viert wird als die FDH und somit niedrigere Coenzym-Konzentrationen im Verhältnis zur 
CPCR ausreichen, den Cofaktor effektiv zu regenerieren. Bei den NIPA-Gelen ist die Auf-
nahme der Biokatalysatoren sehr schonend und läuft bei einer Temperatur von 4 °C über 
Nacht ab, so dass dies eine mögliche Erklärung wäre. 
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NADH + H+-Konzentration: 
Untersucht wurden Cofaktorkonzentrationen zwischen 0,5 und 8 mM. Je mehr NADH + H+ 
mit immobilisiert wurde, umso höher war die gebildete Produktkonzentration. Dies bestätigt 
die Ergebnisse mit den in PVA-eingehüllten Biokatalysatoren; dort waren Umsätze jedoch 
lediglich bis zu einer Cofaktor-Konzentration von 2 mM untersucht worden. 
 
Temperatur: 
Aufgrund der Ergebnisse mit den PVA-Immobilisaten wurde der Substratumsatz lediglich bei 
drei verschiedenen Temperaturen im relevanten Bereich untersucht: 25, 30 und 37 °C. Bei 37 
°C wurde hier die höchste Produktbildung erzielt, bei 30 und 25 °C war sie geringfügig nied-
riger (97 und 94 %). Die gebildeten Phenylethanolkonzentrationen waren in allen Ansätzen 
sehr ähnlich, aufgrund der starken Schwankungen in den einzelnen Ansätzen war der Unter-
schied minimal. Bei 37 °C war die Matrix schon relativ stark komprimiert, so dass die Bioka-
talysatoren und der Cofaktor im Puffer als weitere Phase neben den Matrixblöckchen in der 
organischen Phase vorlag. Eine Bestimmung der optimalen Reaktionstemperatur ist dement-
sprechend für die NIPA-Immobilisate nicht möglich, da das Zusammenziehen der Matrix 
bereits bei einer niedrigeren Temperatur erfolgt als für die Reaktion nötig wäre. 
 
Enzymbeladung: 
Eine Steigerung der Enzymbeladung von 1 U pro Gramm Matrix auf  2 U g-1 erbrachte einen 
um den Faktor 1,3fach höheren Substratumsatz, die Steigerung auf 4 U g-1 Matrix um 1,5. 
Dies entspricht den Beobachtungen im PVA-System; dort lagen die Unterschiede in der ge-
bildeten Phenylethanolkonzentration im Vergleich zur einfachen Beladung um jeweils den 
gleichen Faktor höher.  
 
Der Vergleich der Bedingungen, unter denen die Biokatalysatoren am effektivsten arbeiten, 
immobilisiert in Polyvinylalkohol oder eine quellfähige NIPA-Matrix, zeigte nur bei einem 
Parameter einen Unterschied. Dabei handelte es sich um das optimale Verhältnis der Biokata-
lysatoren zueinander. In den NIPA-Hydrogelen führt eine erhöhte Coenzymkonzentration zu 
besseren Substratumsätzen, bei den Ansätzen mit in PVA-immobilisierten Enzymen zeigte 
sich ein Verhältnis von 1:1 als ausreichend. Die Aktivität in den PVA-Kugeln war generell 
höher als in den NIPA-Gelen. Diese wiesen zusätzlich als Nachteil eine sehr hohe Standard-
abweichung auf. Dadurch ist ein Vergleich der Parameter, die nur einen geringen Unterschied 
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3.5.5 CPCR-Präparat von X-Zyme 
 
Die Carbonyl-Reduktase aus Candida parapsilosis wird seit kurzem von der Firma X-Zyme 
rekombinant aus E. coli angeboten. Mit diesem Präparat, das eine sehr hohe Aktivität für das 
Standardsubstrat ABEE aufwies (ca. 94 U mL-1), wurde zunächst die optimale Beladung der 
PVA-Immobilisate untersucht. In Kombination mit der Formiat-Dehydrogenase betrug die 
maximal mögliche Beladung bei gleichem Verhältnis der Biokatalysatoren zueinander 10 U  
g-1 Matrix. Abbildung 45 zeigt die ersten 100 Stunden der Reaktion, bei der alle Ansätze ver-
gleichbare Produktkonzentrationen zwischen 15,5 und 17 mM Phenylethanol erreichten. Bei 
einer Enzymbeladung von 10 U g-1 wurde die höchste Produktkonzentration bereits nach 24 
Stunden erreicht, bei der niedrigsten hier untersuchten Beladung von 2 U g-1 erst nach dem 
hier betrachteten Zeitabschnitt (nach 120 Stunden).  
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Abbildung 45: Substratumsatz mit der rekombinanten CPCR von X-Zyme bei unterschiedlicher Immobilisat-
Beladung, die ersten 100 Stunden, 2 mM NADH + H+, 25 °C 
 
Betrachtet man die Anfangsgeschwindigkeit, ausgehend von der detektierten Produktkonzent-
ration nach 1 Stunde, wurde bei einer Enzymbeladung von 2 U g-1 fast 40 % der Produktmen-
ge gebildet, die bei der höchsten Enzymbeladung entstand. Bei 8 U g-1 wurde über 90 % an 
Produkt gebildet. Bei der maximalen Beladung scheint die Substratdiffusion langsamer zu 
erfolgen als der Umsatz, so dass das Substrat nicht bis in die Mitte der Immobilisate diffun-
dieren kann, sondern vorher bereits umgesetzt wird. Dadurch können nicht alle Enzymmole-
küle effizient arbeiten. 
 
Eine Produktkonzentration von 17 mM in 3 mL organischer Phase (nach 100 Stunden Reakti-
onszeit) entspricht 51 µmol Phenylethanol. Über das Verteilungsgleichgewicht berechnet 
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(siehe 3.3.1) zeigte sich, dass fast 76 µmol Formiat verbraucht worden waren. In den Immobi-
lisaten war 100 µmol des Cosubstrat vorgelegt worden. Anscheinend reichte die Formiat-
Konzentration in den Immobilisaten nicht aus, den Cofaktor zu regenerieren. Eventuell löste 
sich ein Teil der dissoziierten Ameisensäure in der Hexanphase, so dass die effektiv zur Ver-
fügung stehende Konzentration zu niedrig war. Um zu untersuchen, ob durch Zudosierung 
der verbrauchten Menge an Formiat die Produktivität gesteigert bzw. wiedererlangt werden 
kann, wurde nach 48 Stunden in zwei Ansätzen (mit 2 und 10 U g-1 Enzymbeladung) Amei-
sensäure wieder zugeführt. Dabei wurde über die gemessene Phenylethanol-Konzentration 
errechnet, wie viel Formiat verbraucht worden war und diese Menge an Ameisensäure zudo-
siert. Um eine Überdosierung des sauren Substrates bei kleinen Messungenauigkeiten zu 
vermeiden, wurde lediglich die tatsächlich in der organischen Phase detektierte Konzentration 
betrachtet, ohne über das Verteilungsgleichgewicht die Menge zu berücksichtigen, die in den 
Kugeln gelöst vorliegt. Da die Aktivität in beiden Ansätzen stark anstieg, wurde im folgenden 
in regelmäßigen Abständen die Produktbildung des letzten Zeitabschnittes analysiert und die 
verbrauchte Formiat-Konzentration nachdosiert. Die entsprechenden Zeitpunkte sind in Ab-
bildung 46 jeweils durch Pfeile markiert.  
0
5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Zeit [h]
K
on
z.
 [m
M
]
2 U/mL
10 U/mL
Abbildung 46: Ansätze mit 2 und 10 U mL-1 mit Ameisensäure Zugabe, Zeitpunkte jeweils durch Pfeile mar-
kiert. 
 
Nach jedem Zudosierungsschritt konnte die Aktivität wieder gesteigert bzw. gestartet werden. 
Die Immobilisate mit der höheren Enzymbeladung zeigten direkt jeweils eine höhere Aktivi-
tät und verbrauchten das zudosierte Substrat schneller. Durch die langen Phasen zwischen den 
Zugaben und die hohe Stabilität der hier eingesetzten CPCR war die gebildete Phenyletha-
nolkonzentration in beiden Ansätzen gleich. Durch häufigere Zudosierungen wäre das Niveau 
3 Ergebnisse und Diskussion                                                                                                                  Seite  128
des 10 U g-1-Ansatzes wahrscheinlich noch um einiges gestiegen, so verliefen die Ansätze ab 
der Zugabe nach 150 Stunden weitgehend parallel. 
 
 
3.5.6 Zusammenfassung der Biokatalyse in den verschiedenen Systemen 
 
Die stereospezifische Katalyse hydrophober Verbindungen mit Alkohol-Dehydrogenasen ist 
ein vielfach untersuchtes Forschungsgebiet, vor allem in bezug auf Vorstufen pharmazeutisch 
wirksamer Substanzen. Die Verwendung eines rein wässrigen Mediums ist bei sehr hydro-
phoben Substraten, wie dem hier eingesetzten p-Bromoacetophenon unwirtschaftlich. Die 
Löslichkeit kann durch Löslichkeitsvermittler wie DMSO (Dimethylsulfoxid), DIMEB (Hep-
takis(2,6-di-O-methyl)-ß-Cyclodextrin) oder Isopropanol erhöht werden. Die Löslichkeit von 
p-Bromoacetophenon konnte mit DIMEB auf maximal 10 mM erhöht werden; selbst bei 100 
% Umsatz können nur geringe Produktendkonzentrationen erreicht werden. Bei direktem Ein-
satz in einem organischen Lösungsmittel mit einem Wasseranteil von 1 % wies die CPCR 
Aktivität auf: Mit Acetophenon als Substrat wurde ein Umsatz von 17 % erzielt. In einem 
Zwei-Phasen-System mit 25 % organischer Phase wurde in einem enzymgekoppelten Ansatz 
mit der Formiat-Dehydrogenase ein Umsatz des p-Bromoacetophenon von 63 % erzielt, bei 
einem Enantiomerenüberschuss >99 %. Als weitere Alternative wurde der Einsatz der in ein 
Hydrogel immobilisierten Biokatalysatoren untersucht. Die in PVA-eingehüllten Enzyme 
wurden vor dem organischen Lösungsmittel geschützt und blieben im Inneren des Hydrogels 
aktiv; erreicht wurden 42 % Umsatz einer 150 mM p-Bromoacetophenon-Lösung, ebenfalls 
mit einem Enantiomerenüberschuss von >99 %. Die Verwendung von Zwei-Phasen-
Systemen ist bei Substraten, die nur eine sehr geringe Wasserlöslichkeit aufweisen, sinnvoll, 
da die organische Phase hier als Reservoir für das hydrophobe Substrat dient und zu einer 
Extraktion des hydrophoben Produktes führt. Für den direkten Einsatz in Hexan ist die CPCR 
zu instabil, eine größere Wasserphase scheint hier vonnöten. Für eine industrielle Anwendung 
weist die immobilisierte CPCR in Gegenwart von Hexan eine zu geringe Stabilität auf, die 
Umsätze in den gel-stabilisierten Systemen waren durch die vergrößerte Grenzfläche niedri-
ger als in den liquiden Zwei-Phasen-Systemen. Mit der rekombinanten CPCR der Firma X-
Zyme, die eine höhere Stabilität in Gegenwart von Hexan aufwies, könnte die Reduktion hyd-
rophober Verbindungen in einem Zwei-Phasen-System bei hoher Wertschöpfung der Produk-
te wirtschaftlich sein. 
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3.6 Scale-Up auf einen 1-L-Standard-Rührreaktor 
 
Bei einer Maßstabsvergrößerung von 4 mL auf 1 L lassen sich nicht alle Betriebsbedingungen 
konstant halten. Hier traf dies vor allem auf die Durchmischung der organischen Phase mit 
den Hydrogelkugeln zu. Kleine Ansätze (bis 25 mL) wurden auf einem Überkopfschüttler 
durchmischt. Dabei herrschten sehr schonende Bedingungen mit nur geringer hydromechani-
scher Belastung für die Immobilisate, während die organische Phase vollständig durchmischt 
wurde. In einem Rührreaktor hingegen muss ein Kompromiss gefunden werden, zwischen 
ausreichender Durchmischung der organischen Phase, Verteilung der Hydrogelkugeln und 
der hydromechanischen Belastung, der die Immobilisate dabei ausgesetzt werden können. 
Dies ist begründet durch den Dichteunterschied zwischen Immobilisaten (δ = 1,49 kg L-1) und 
dem organischen Lösungsmittel Hexan (δ = 0,66 kg L-1), durch den stärkeres Rühren notwen-
dig ist, um die Kugeln zu suspendieren. Eine Agglomeration der hydrophilen Kugeln, wie sie 
bei kleinen PVA-Kugeln zum Teil beschrieben wurde, trat hier nicht auf: die Hydrogelkugeln 
ließen sich bereits bei leichtem Rühren voneinander trennen. 
 
 
3.6.1 Optimierung der Reaktion im 1-L-Rührreaktor 
 
Im Rührreaktor wurden jeweils 50 g Immobilisate, mit jeweils 2 U CPCR g-1 und bei der en-
zymgekoppelten Cofaktorregenerierung 2 U FDH g-1 Hydrogel eingesetzt, mit 2 mM NADH 
+ H+ und 1 mM DTT. Die Gelkugeln wurden in 1 L Hexan eingesetzt, mit 250 mM Substrat 
und 5 mM internem Standard. Die Temperatur im Reaktor betrug konstant 25 °C. Um einen 
direkten Vergleich zwischen den Umsatzversuchen im kleinen Maßstab (bis zu 25 mL-
Schottflasche auf einem Überkopfschüttler durchmischt) und in einem Rührreaktor mit einem 
Flüssigkeitsvolumen von 1 L ziehen zu können, wurden zunächst die Bedingungen unter-
sucht, bei der eine maximale Produktbildung erfolgt. Dazu wurde vor allem die Durchmi-
schung durch Erhöhung der Rührerdrehzahl bzw. Einbau von Stromstörern untersucht. Eine 
hohe Turbulenz, wie sie durch hohe Rührerdrehzahlen in Anwesenheit von Stromstörern her-
vorgerufen wird, führt zu einer guten Durchmischung und damit zu einem besseren Massen-
transfer. Auf der anderen Seite kann die hohe hydromechanische Belastung negative Auswir-
kungen auf die Enzym-Hydrogel-Kugeln haben und zu ihrer Zerstörung, der Inaktivierung 
der Biokatalysatoren oder aber zum Herausdrücken von Flüssigkeit (und Cofaktor) führen. 
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Substratgekoppelte Cofaktorregenerierung 
Bei der Reaktion im 1-L-Rührreaktor wurden zunächst drei Betriebsweisen untersucht, um 
die maximale Produktbildung in Abhängigkeit der Rührerdrehzahl und der Begasung zu un-
tersuchen. Es wurde mit einer Rührerdrehzahl von 250 min-1 ohne Stromstörer und ohne Be-
gasung, sowie 300 min-1 ohne Begasung und 600 min-1, mit Stromstörern und mit Begasung 
gearbeitet. Die höchste Produktausbeute wurde bei einer Rührerdrehzahl von 300  min-1 er-
zielt. Sowohl bei einer geringeren Drehzahl von 250 min-1, bei der die Immobilisate haupt-
sächlich am Boden verblieben und nur leicht durcheinander gewirbelt wurden, als auch bei 
600 min-1, wo eine Verteilung der Kugeln über den gesamten Flüssigkeitsbereich gegeben 
war, zeigten sich geringere Substratumsätze. Abbildung 47 zeigt die Produktverläufe über die 
Zeit. Während der Versuchsdauer (bis zu 72 Stunden) konnte rein optisch keine Veränderung 
der Immobilisate festgestellt werden. 
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Abbildung 47: Phenylethanolbildung im Reaktor bei Rührerdrehzahlen von 250, 300 und 600 min-1, 2 U/g                          
CPCR, 2 mM NADH + H+, 50 g Immobilisate in 1 L Hexan, 5 mL Isopropanol und 250 mM    
Acetophenon, 25 °C 
  
Innerhalb der ersten Stunde war die gebildete Produktkonzentration in allen drei Ansätzen 
nahezu gleich groß. Nach der ersten Stunde fiel in dem am stärksten gerührten und begasten 
Ansatz die Aktivität bereits ab, nach 5 Stunden fand kaum noch Umsatz statt. Die CPCR 
scheint hier entweder durch die zu großen Belastungen inaktiviert oder der Cofaktor aus den 
Hydrogel-Kugeln herausgedrückt worden zu sein. Eine weitere Möglichkeit ist, dass das   
Isopropanol bei der Begasung mit ausgetragen wurde und so nicht ausreichend Cosubstrat zur 
Regenerierung des Cofaktors zur Verfügung stand. Stillger et al. beschrieben 2002 einen 
Satzreaktorversuch mit In-situ-Acetonabtrennung durch Strippen mit Luft. Dabei wurde in 
einem rein wässrigen System die Reduktion von ABEE durch die CPCR untersucht, mit sub-
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stratgekoppelter Cofaktorregenerierung. Durch die Acetonabtrennung konnte dabei der Um-
satz von 75 auf > 97 % gesteigert werden. Bei der Begasung des Reaktionsmediums wurde 
neben dem Aceton auch Isopropanol mit ausgetragen, welches im folgenden diskontinuierlich 
nachdosiert wurde. Dementsprechend ist es wahrscheinlich, dass auch in diesen Versuchen 
durch das Austragen des Isopropanols die Cofaktorregenerierung zum Erliegen kam. Dadurch 
stand der reduzierte Cofaktor der CPCR nicht mehr zur Verfügung und die Reaktion stoppte. 
Die Versuche bei 300 min-1 und 250 min-1 ohne Begasung zeigten noch länger Aktivität. Bei 
letzterem scheint vor allem der Massentransfer problematisch gewesen zu sein, da lediglich 
die flüssige Phase durchmischt wurde, die Kugeln jedoch am Boden verblieben. Dadurch 
könnte vor allem zu den untersten Kugeln kein Substrat mehr gelangt sein, so dass dies zu 
einem Abfall in der Aktivität führte. In diesen beiden Versuchen wurde nicht begast, so dass 
hier kein Isopropanol ausgetragen worden sein konnte.  
 
Abbildung 48 zeigt einen direkten Vergleich zwischen dem Reaktorversuch mit der höchsten 
Produktbildung (ohne Begasung, bei einer Rührerdrehzahl von 300 min-1) und einem Schott-
flaschen-Versuch, der unter ansonsten gleichen Bedingungen, aber auf einem 
Überkopfschüttler durchgeführt wurde. Das Verhältnis der Immobilisate zum organischem 
Lösungsmittel jeweils 1:20. In der Schottflasche konnten etwas höhere Produktausbeuten 
erzielt werden als im Reaktor, der Unterschied in der Phenylethanolkonzentration betrug 22 
%.  
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Abbildung 48: Vergleichbarkeit Reaktor-Schottflasche, 2 U g-1 CPCR, 2 mM NADH + H+, Verhältnis  Immobi-
lisate zu organischer Phase 1:20,  0,5 % (v/v) Isopropanol, 250 mM Acetophenon, 25 °C, Rühr-
erdrehzahl 300 min-1 
 
Das Isopropanol zur Cofaktorregenerierung (0,5 Volumenprozent, 10 % auf das Hydrogel-
Volumen bezogen) lag hier in ausreichend hoher Konzentration vor, um eine Limitierung der 
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Cofaktorregenerierung zu vermeiden. Im Reaktor wurden 3,1 mM Phenylethanol gebildet 
(dies entspricht 3,3 mmol, berücksichtigt man die Konzentration in den Kugeln), bei 2 mM 
NADH + H+-Anfangskonzentration in 50 g Immobilisaten (0,1 mmol). Der Cofaktor wurde 
also mindestens 32mal regeneriert. Die Isopropanol-Konzentration zu Beginn des Versuches 
betrug 65 mmol, bei einem maximalen Umsatz von 3,3 mmol war die Cosubstrat-
Konzentration dementsprechend ausreichend, selbst wenn ein Teil im organischen Lösungs-
mittel verblieb.  
 
Bei der substratgekoppelten Cofaktorregenerierung im 1-L-Reaktor konnte nicht abschlie-
ßend geklärt werden, ob die verringerte Produktbildung in dem Reaktorversuch mit Begasung 
bei einer Rührdrehzahl von 600 min-1 lediglich auf das Ausgasen des Cosubstrates zurückzu-
führen war oder ob zusätzlich die hydromechanischen Belastungen im Reaktor zu groß waren 
und zur Inaktivierung der immobilisierten CPCR führten. 
 
Enzymgekoppelte Cofaktorregenerierung 
In den Reaktorversuchen, bei denen die Carbonyl-Reduktase zusammen mit der Formiat-
Dehydrogenase eingesetzt wurde, konnte die Aktivität der Biokatalysatoren nicht nur über die 
Produktbildung durch die CPCR analysiert werden, sondern zusätzlich über das Kohlendi-
oxid, das bei der FDH-katalysierten Reaktion entsteht. Die CO2-Analyse über einen Infrarot-
Sensor wurde bereits in Kapitel 3.4.3 vorgestellt. 
 
Bei einer in den Immobilisaten vorgelegten Cosubstratkonzentration von 100 mM wurde oh-
ne weitere Substrat-Zudosierung eine Produktausbeute von 1,94 mM erreicht, berechnet über 
die CO2-Konzentration. In der organischen Phase wurde eine Phenylethanolkonzentration von 
2,16 mM detektiert. Über das Verteilungsgleichgewicht berechnet entspricht dies einer Ge-
samtkonzentration von 2,28 mM. Der Unterschied zu der gemessenen CO2-Konzentration 
liegt zum Teil in der noch als Carbonat gelöst in den Hydrogelkugeln vorliegenden Kohlendi-
oxid-Konzentration. Wie unter Punkt 3.4.3 bereits erwähnt, ist die aufsummierte CO2-
Konzentration nicht ganz exakt, die CO2-Konzentration müsste etwas korrigiert werden. Pa-
rallel wurde ein Ansatz im kleinen Maßstab auf einem Überkopfschüttler durchgeführt. Hier 
wurde insgesamt eine Phenylethanol-Konzentration von 3,33 mM erreicht (inklusive des in 
den Kugeln vorliegenden Phenylethanols). Im Reaktor wurde dementsprechend 31,5 % weni-
ger Produkt gebildet als in der Schottflasche. In den substratgekoppelten Ansätzen lag der 
Unterschied zwischen Reaktor und Schottflasche bei 22 % (bei einer Rührerdrehzahl von 300 
3 Ergebnisse und Diskussion                                                                                                                  Seite  133
min-1). Die Rührerdrehzahl betrug in diesem Fall 400 min-1, lag also etwas höher als in dem 
substratgekoppelten Ansatz, der zur höchsten Produktkonzentration geführt hatte. Hohe hyd-
romechanische Belastungen im Reaktor scheinen einen negativen Einfluss auf die Produkt-
bildung zu haben. Es wurde nicht weiter untersucht, ob dies an einer Inaktivierung der Bioka-
talysatoren liegt oder am Cofaktor. Das Cosubstrat war als Natriumformiat mit in den Immo-
bilisaten vorgelegt worden. Wahrscheinlich kam es hier bei der Begasung nicht mit zu einem 
Austragen im Gasstrom, wie bei der substratgekoppelten Cofaktorregenerierung.    
 
Eine Natriumformiat-Konzentration von 100 mM in den Immobilisaten entspricht bei 50 g 
Hydrogel-Kugeln 5 mmol. Bei einer Produktkonzentration von 2,16 mmol (2,28 mM in 1,05 
L) bedeutet dies einen Umsatz von 43,4 %. Dementsprechend wäre eine Zudosierung von 
Ameisensäure hier nicht unbedingt erforderlich, da noch ausreichend Cosubstrat in den Ku-
geln vorlag. Bei höherer Enzymbeladung der Immobilisate oder bei einem Substrat, welches 
mit höherer Aktivität reduziert wird (zum Beispiel einige Acetophenon-Derivate, wie p-
Bromoacetophenon), wäre eine Zudosierung von Ameisensäure erforderlich, da dann nicht 
ausreichend Formiat in den Kugeln vorgelegt werden könnte. Um dies näher zu untersuchen, 
wurde zunächst eine niedrigere Formiat-Konzentration in den Immobilisaten vorgelegt und 
die Aktivität der Biokatalysatoren untersucht. Als Anfangskonzentration an Natriumformiat 
wurde ein Wert von 11,8 mM gewählt, da dies dem doppelten Km-Wert der rekombinanten 
FDH für Formiat entspricht (Slusarczyk, 1997). Dadurch sollte gewährleistet sein, dass die 
Reaktion mit ausreichender Geschwindigkeit startet, jedoch relativ bald in eine Substratlimi-
tierung kommt. Abbildung 49 zeigt den Verlauf der Kohlendioxid-Bildungsrate bei zwei ver-
schiedenen Natriumformiat-Anfangskonzentrationen.  
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Abbildung 49: CO2-Bildungsraten in µmol pro Minute und pro Gramm Hydrogelkugeln bei zwei verschiedenen 
Cosubstratkonzentrationen (11,8 und 100 mM), 2 U g-1 CPCR, 2 U g-1 FDH, 2 mM NADH + H+, 
250 mM Acetophenon, 25 °C 
 
Die maximale Aktivität der Formiat-Dehydrogenase ist in beiden Experimenten nach 1 bis 
1,5 Stunden erreicht. Die Höhe der Aktivität ist vergleichbar, 0,064 bis 0,068 µmol min-1 g-1 
Hydrogelkugeln. Bei 11,8 mM Anfangskonzentration fiel die Aktivität sehr rasch ab: nach ca. 
14 Stunden fand keine weitere CO2-Bildung statt. Bei 100 mM Anfangskonzentration wurde 
mehr als doppelt so lang Produkt gebildet (ca. 33 Stunden). Die aufsummierte CO2-
Konzentration bei 11,8 mM Substrat ergibt einen Wert von 0,528 mmol L-1, bei 0,59 mmol 
Anfangskonzentration entspricht dies einem Umsatz von 89,5 %. Berücksichtigt man hierbei, 
dass wahrscheinlich noch Kohlendioxid in den Immobilisaten vorlag, scheint das Substrat 
nahezu komplett umgesetzt worden zu sein.  
 
Der Vergleich der eingesetzten Aktivitäten mit den hier, über die Regenerierungsreaktion 
bestimmten, zeigt erhebliche Unterschiede. Dabei muss jedoch berücksichtigt werden, dass 
die eingesetzte Aktivität vor der Immobilisierung für das Standardsubstrat ABEE bei einer 
Temperatur von 37 °C bestimmt worden war. Die Aktivität zu Acetophenon ist bei maximaler 
Konzentration um 50 % geringer als zu ABEE (8 mM) und die niedrigere Temperatur führt 
ebenfalls um eine Verringerung der Reduktionsgeschwindigkeit um 50 %. Durch die Immobi-
lisierung wird die Reaktionsgeschwindigkeit zusätzlich etwas reduziert, da das Substrat in die 
Kugeln hinein- und das Produkt herausdiffundieren muss, bevor es nachgewiesen werden 
kann. Die Immobilisierungsprozedur an sich kann zu einer Enzyminaktivierung führen, vor 
allem aber ist es die Gegenwart des organischen Lösungsmittels, die zur Inaktivierung der 
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Biokatalysatoren führt. Dies wurde mit Immobilisaten, von denen ein Teil in Puffer und ein 
Teil in Hexan eingesetzt wurden, untersucht: mit den in Hexan eingesetzten Hydrogelkugeln 
wurde lediglich ein Viertel des Umsatzes erreicht wie in Puffer. Berücksichtigt man diese 
Faktoren, so reduziert sich theoretisch gesehen die „Aktivität“ auf 6,25 % der eingesetzten 
Aktivität. Die hier über die Kohlendioxid-Konzentration berechnete Aktivität ist nicht ganz 
exakt, da die aufsummierte CO2-Konzentration etwas niedriger lag, als die gebildete Pheny-
lethanolkonzentration. Da, abgesehen von der vorgelegten Cofaktorkonzentration, ein stöchi-
ometrischer Umsatz der beiden Substrate erfolgen sollte, müsste die Aktivität etwas höher 
liegen, als hier berechnet. 0,066 U entsprechen unter diesen Bedingungen 3,3 % der einge-
setzten Aktivität unter Standardbedingungen. Dies liegt in der Größenordnung der in diesem 
System erwarteten Aktivität.  
 
 
3.6.2 CPCR-Präparat von X-Zyme 
 
Mit dem Enzympräparat der Firma X-Zyme, welches eine sehr hohe Aktivität und Stabilität 
in den PVA-Immobilisaten aufwies, wie in einem Vorversuch getestet worden war (siehe 
3.5.3), wurde ein Reaktorversuch gestartet. Die Enzymbeladung betrug 4 U g-1 Immobilisate, 
sowohl für die CPCR als auch die FDH. Die Rührerdrehzahl betrug zunächst 325 min-1, auf-
grund des starken Zusammenklebens dieser Immobilisatcharge wurde sie nach ca. 20 Stunden 
auf 425 min-1 erhöht und nach ca. 30 Stunden auf 500 min-1. Dieses CPCR-Präparat liegt als 
Enzymlösung in Glycerin vor, wie auch die eingesetzte Formiat-Dehydrogenase. Die hohen 
Glycerinkonzentrationen in den Immobilisaten führen zu einem stärkeren Verkleben der Ku-
geln, wodurch stärkeres Rühren notwendig wird, um die Kugeln zu suspendieren. 
 
Nach 24 Stunden Reaktionszeit wurde die Menge an Formiat, die bis zur neunzehnten Stunde 
verbraucht worden war (über die gaschromatographisch bestimmte Phenylethanolkonzentra-
tion berechnet) zugegeben und die Zudosierung einer Ameisensäure-Lösung (40 mM in He-
xan) gestartet. Bis zu diesem Zeitpunkt betrug die Produktkonzentration 3,13 mmol; in den 
Kugeln war eine Cosubstratkonzentration von 5 mmol vorgelegt worden. Der Rückgang der 
Aktivität war durch die Cosubstratlimitierung hervorgerufen worden: nach Zudosierung der 
Ameisensäure konnte die Aktivität wieder gesteigert werden. Die Zufütterung der Ameisen-
säure erfolgte über das Kohlendioxid-Signal; es wurde jeweils die verbrauchte Menge an 
Formiat zugeführt. Wie man in Abbildung 50 erkennen kann, war die aufsummierte Kohlen-
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dioxid-Konzentration etwas niedriger als die Phenylethanolkonzentration. Deshalb wurde 
nach 48 Stunden dieses Differenz zugeführt. Dies ist ebenfalls am Kurvenverlauf erkennbar, 
die Reaktionsgeschwindigkeit konnte dadurch wiederum etwas gesteigert werden. Nach ca. 
72 Stunden traten Probleme mit dem Rückflusskühler auf, der vereiste, wodurch der Gas-
strom nicht mehr den Infrarot-Sensor erreichte. Die Phenylethanolkonzentration stieg noch 
geringfügig an. Da aber kein Kohlendioxid gemessen wurde, wurde auch keine Ameisensäure 
mehr in den Reaktor gepumpt. Nach 72 Stunden betrug die gebildete Phenylethanolkon-
zentration 6,91 mmol und stieg bis zum Ende der Reaktion auf 7,23 mmol an. 
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Abbildung 50: Phenylethanol- und CO2-Bildung im Reaktor, 4 U g-1 CPCR, 4 U g-1 FDH, 2 mM NADH + H+, 
50 g Immobilisate in 1 L Hexan, 100 mM Na-Formiat, 250 mM Acetophenon, 25 °C 
 
 
Parallel zu diesem Reaktorversuch wurde unter ansonsten gleichen Bedingungen ein Versuch 
in einer Schottflasche auf einem Überkopfschüttler durchgeführt. Dabei konnten hier, inner-
halb der ersten 24 Stunden, bevor die Zudosierung von Ameisensäure gestartet wurde, erst-
mals identische Produktausbeuten im Reaktor und im kleinen Maßstab erreicht werden. Die 
Rührerdrehzahl innerhalb der ersten 20 Stunden betrug 325 min-1, dies scheint für diese Reak-
tion optimal gewesen zu sein. Da bei diesem Versuch mit einem stabileren CPCR-Präparat 
gearbeitet wurde, kann allerdings nicht gesagt werden, ob diese Rührerdrehzahl auch bei den 
vorherigen Versuchen zu einer besseren Vergleichbarkeit der Reaktor- und der Schottfla-
schenversuche geführt hätte. 
 
Abbildung 51 zeigt die Aktivität, die anhand der Kohlendioxid-Konzentration berechnet wer-
den kann, bezogen auf ein Gramm enzymhaltiger Hydrogelkugeln. Die Anfangsaktivität be-
trug 0,06 U pro g Hydrogelkugeln und fiel innerhalb von 24 Stunden auf 0,016 U/g. Die Zu-
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dosierung der Cosubstratlösung führte zu einer Steigerung der Aktivität, auch wenn der An-
fangswert nicht erreicht wurde. Zeitgleich wurde auch die Ameisensäurezudosierung gestar-
tet. Man kann im Diagramm erkennen, dass der Abfall der Aktivität nach der 24 Stunden-
Zufuhr langsamer erfolgt als vorher, wo kein Substrat zusätzlich zugefüttert wurde. 
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Abbildung 51: CO2-Bildungsrate bei 4 U g-1 CPCR, 4 U g-1 FDH, 2 mM NADH + H+, 50 g Immobilisate in 1 L 
Hexan, 100 mM Na-Formiat, 250 mM Acetophenon, 25 °C 
 
Die Anstiege in der CO2-Produktionsrate nach 20, 30 und 53 Stunden sind nicht auf erhöhte 
Aktivitäten zurückzuführen, sondern lediglich auf ein kurzes Erhöhen der Rührerdrehzahl. 
Dies war notwendig, um zusammenklebende Kugeln wieder etwas stärker zu suspendieren, 
und führte kurzfristig durch den verbesserten Massentransfer zu einem verstärkten Austreiben 
des Kohlendioxids aus den Hydrogelkugeln. Die Peaks nach 24 und nach 48 Stunden sind 
ebenfalls auf ein Austreiben des Kohlendioxids zurückzuführen, hervorgerufen durch die An-
säuerung der Hydrogelkugeln bei Zugabe der Ameisensäure.  
 
 
3.6.3 Zusammenfassung Scale-up 
 
Die Vergrößerung des Reaktionsmaßstabs von 21 mL in einer 25-mL-Schottflasche (auf ei-
nem Überkopfschüttler durchmischt) auf einen 1-L-Rührreaktor konnte erfolgreich durchge-
führt werden. Die Produktausbeuten der kleinen Ansätze wurden nicht ganz erreicht, die 
Ausbeuten lagen im Reaktor bei 78 % (in den substratgekoppelten Ansätzen) bzw. 68,5 % (in 
den enzymgekoppelten). Hauptvorteil des Rührreaktors ist die Möglichkeit der Kopplung an 
einen CO2-Sensor, wodurch die Reaktion des Regenerierungssystems direkt verfolgt werden 
kann. Mit einem etwas stabileren CPCR-Präparat von der Firma X-Zyme konnte gezeigt wer-
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den, dass durch die Zudosierung des Cosubstrates höhere Aktivitäten und dadurch auch höhe-
re Produktausbeuten erreicht werden können als in einem reinen batch-Betrieb. In den Vor-
versuchen im kleinen Maßstab konnte über 480 Stunden lang die Aktivität durch Zugabe der 
Formiat-Konzentration, die verbraucht worden war, aufrechterhalten werden. Dabei wurden 
Ausbeuten von 43 mM erzielt, die in der organischen Phase vorlagen. Dies konnte einem 1-L-
Reaktor noch nicht erreicht werden, da durch den größeren technischen Aufwand, vor allem 
durch die Begasung, Probleme auftraten. Aber es konnte gezeigt werden, dass durch den Inf-
rarot-Sensor eine kontinuierliche Messung der Aktivität möglich ist, und dass an dieses Sig-
nal eine Zudosierung des Cosubstrates Ameisensäure gekoppelt werden kann. Die Absolut-
werte der Kohlendioxidkonzentration stimmen noch nicht zu 100 % mit der gemessenen Phe-
nylethanolkonzentration überein, der Reaktionsverlauf ist jedoch detailliert darstellbar. 
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4 Zusammenfassung  
 
Der Einsatz von Enzymen bei der Synthese von Feinchemikalien und Pharmazeutika gewinnt 
immer mehr an Bedeutung, insbesondere in bezug auf chirale Substanzen in enantiomerenrei-
ner Form. Der Grund hierfür liegt vor allem in der hohen Substrat- und Reaktionsspezifität. 
Viele interessante Ausgangsverbindungen sind schwer wasserlöslich, hier bietet der Einsatz 
organischer Lösungsmittel eine sinnvolle Alternative zum wässrigen System. Um eine Inakti-
vierung der empfindlichen Biokatalysatoren durch das Lösungsmittel zu vermeiden, kann mit 
gel-stabilisierten Zwei-Phasen-Systemen gearbeitet werden. Hier liegen die Biokatalysatoren 
geschützt in einem Hydrogel vor, während das umgebende organische Lösungsmittel als Re-
servoir für das hydrophobe Substrat dient. Der Umsatz hydrophober Substrate mit immobili-
sierten Biokatalysatoren konnte am Beispiel der stereospezifischen Reduktion von Acetophe-
non zu (S)-Phenylethanol durch das gekoppelte System aus der Carbonyl-Reduktase aus   
Candida parapsilosis (CPCR) und der Formiat-Dehydrogenase aus Candida boidinii (FDH), 
eingehüllt in ein Hydrogel, gezeigt werden. 
 
Die Carbonyl-Reduktase aus C. parapsilosis konnte erfolgreich durch Fermentation und Auf-
reinigung zur Verfügung gestellt werden; bestehende Aufreinigungsprotokolle wurden opti-
miert. Das Enzympräparat besaß eine spezifische Aktivität von 1,95 U mg-1 (nach PEG-
Präzipitation lyophilisiert) bzw. 5,66 U/mg nach weiterer Aufarbeitung. Die aufgereinigte 
CPCR wurde bezüglich Stabilität und Temperatur- sowie pH-Optima charakterisiert und das 
Substratspektrum näher untersucht. Die Fermentation und Aufreinigung der Formiat-
Dehydrogenase aus C. boidinii, die rekombinant in E. coli vorliegt, erfolgte nach bestehenden 
Protokollen. Die FDH-Lösung besaß eine spezifische Aktivität von 1,8 U/mg. 
 
Die aufgereinigte CPCR konnte in wässrigen Ein-Phasen-Systemen, wässrig-organischen 
Zwei-Phasen-Systemen und gel-stabilisierten Zwei-Phasen-Systemen eingesetzt werden. Der 
für die Reduktion von Ketogruppen in stöchiometrischen Konzentrationen benötigte Cofaktor 
NADH + H+ wurde sowohl substratgekoppelt mit Isopropanol als auch enzymgekoppelt mit 
Hilfe der Formiat-Dehydrogenase regeneriert und beide Reaktionen optimiert. Beide Biokata-
lysatoren konnten erfolgreich immobilisiert werden, sowohl in Polyvinylalkohol als auch in 
eine neuartige, quellfähige Matrix, entwickelt von der Fraunhofer UMSICHT. Diese Matrix 
wurde hier erstmals für den Einsatz von Enzymen in einem organischen Lösungsmittel unter-
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sucht. Eine Optimierung der Reaktionsbedingungen für die Biokatalyse erfolgte in den ein- 
und zweiphasigen Systemen.  
 
Die höchste Produktkonzentration wurde mit einem liquiden Zwei-Phasen-System erreicht. Es 
handelte sich um einen 25 prozentigen Anteil organischer Phase, welche als Substratreservoir 
diente. Die Cofaktorregenerierung erfolgte mit Isopropanol als Cosubstrat. Dabei wurden 
leicht höhere Umsätze als in den enzymgekoppelten Ansätzen erzielt. Der Hauptvorteil der 
Zwei-Phasen-Systeme konnte mit einem hydrophoben Acetophenon-Derivat deutlich gemacht 
werden. Die Löslichkeit von p-Bromoacetophenon ist selbst mit einem Löslichkeitsvermittler 
maximal 10 mM. In einem rein wässrigen System erfolgt zwar ein vollständiger Umsatz, die 
Produktkonzentrationen sind jedoch gering. In einem Zwei-Phasen-System konnten Produkt-
konzentrationen bis 63 mM erreicht werden; dies entspricht einem Umsatz von 63 %.  
 
In gel-stabilisierten Zwei-Phasen-Systemen konnte in enzymgekoppelten Ansätzen der Um-
satz halogenierter Acetophenon-Derivate gezeigt werden. Bei p-Bromophenylethanol wurden 
beispielsweise Konzentrationen von 42,2 mM, mit 3-Chloroacetophenon konnten Produkt-
konzentrationen bis 52,4 mM in der organischen Phase detektiert werden. Bei allen untersuch-
ten Acetophenon-Derivaten wurde ausschließlich das (S)-Enantiomer gebildet. Die Aktivität 
der CPCR wird zwar durch die Immobilisierung negativ beeinflusst (die Substratumsätze sind 
in den gel-stabilisierten Zwei-Phasen-Systemen geringer als in den liquiden Zwei-Phasen-
Systemen), aber die Stabilität innerhalb der Matrix ist erhöht und sogar etwas besser als in 
einem rein wässrigen System.  
 
Mit den in PVA-immobilisierten Biokatalysatoren konnte der Reaktionsmaßstab auf einen    
1-L-Reaktor vergrößert werden. In Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl für Bioverfahrens-
technik der RWTH-Aachen erfolgten Syntheseversuche im Reaktor mit kontinuierlicher Koh-
lendioxid-Messung und integrierter Substratzudosierung. Mit einem stabileren CPCR-
Präparat konnte die Aktivität der immobilisierten Biokatalysatoren im kleinen Maßstab über 
480 Stunden lang aufrecht erhalten werden; das Substrat der Regenerierungsreaktion wurde 
dabei in Schüben nachdosiert. Im 1-L-Rührreaktor konnte gekoppelt an die detektierte Pro-
duktkonzentration annähernd die Menge an Substrat, die verbraucht worden war, nachdosiert 
werden. Die Produktausbeute konnte dadurch gegenüber ansatzweisen Reaktionen gesteigert 
werden.  
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6 Anhang 
 
6.1 Berechnung der Kohlendioxid-Konzentration über den Druck 
 
Kohlendioxid ist das einzige an der Reaktion beteiligte Gas, welches im Verlauf der FDH-
katalysierten Reaktion einen Druckanstieg im geschlossenen System hervorrufen sollte. Somit 
entspräche ein gemessener Druckanstieg p∆  der Erhöhung des Partialdrucks des Kohlendi-
oxids . 2COp∆
 
2COpp ∆=∆       (11) 
 
Durch Messung des Druckanstiegs kann die Kohlendioxid-Konzentration berechnet werden, 
welche stöchiometrisch mit der Enzymaktivität korreliert. Dadurch kann kontinuierlich der 
Reaktionsverlauf beobachtet werden. Im folgenden Abschnitt sind die Formeln angeben, die 
zur Berechnung der Aktivität der Formiat-Dehydrogenase bzw. der insgesamt gebildeten Pro-
duktkonzentration notwendig sind, sowohl für ein wässriges Ein-Phasen-System, als auch für 
das gel-stabilisierte Zwei-Phasen-System. 
 
Das ideale Gasgesetz beschreibt eine Proportionalität zwischen Druck p und Volumen V eines 
idealen Gases mit der Temperatur T und Stoffmenge n (siehe Gleichung 12).  
 
nRTpV =           (12)      mit  R = ideale Gaskonstante  
 
In einem Enzymreaktor sind Volumen und Temperatur konstant, was bedeutet, dass sich 
durch den Druck die Stoffmenge eines idealen Gases berechnen lässt. CO2 kann bei modera-
ten Drücken und Temperaturen als ideales Gas betrachtet werden. Da im untersuchten abge-
schlossenen System allein Kohlendioxid für einen Druckanstieg verantwortlich ist, lässt sich 
die Stoffmenge nCO2,gas des durch die Reaktion gebildeten, in die Gasphase übergetretenen 
CO2 mit folgender Gleichung beschreiben: 
 
RT
Vp
n gasCO
gasCO
⋅∆= 2
2
          (13) 
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Der größte Teil des insgesamt gebildeten Kohlendioxids  geht in die Gasphase über (nCO2,gas ) 
jedoch muss, um die Gesamtmenge des CO2 (nCO2,tot) zu erfassen auch der in der flüssigen 
Phase (nCO2,fl)  enthaltene Anteil betrachtet werden (Gleichung 14). Dabei ist nCO2,fl je nach-
dem, ob ein rein wässriges System oder ein Zwei-Phasensystem vorliegt, unterschiedlich zu 
berechnen. 
lfCOgasCOtotCO
nnn
222
+=           (14) 
 
Da nCO2,tot dem Substratumsatz entspricht, lässt sich über den Substratverbrauch pro Zeit (in 
µmol pro Minute) die Enzymaktivität A berechnen. 
 
t
n
V
A totCO
fl ∆
∆= 2            (15) 
 
 
6.1.1 Berechnung in einem rein wässrigen System 
 
In einem vollständig wässrigen System wird nCO2,fl einzig durch die Menge an Kohlendioxid, 
die das Wasser bzw. der Puffer aufnimmt, beschrieben. Das Henry'sche Gesetz liefert eine 
Beziehung zwischen Messgröße Partialdruck pCO2 und Stoffmengenanteil x des Gases in der 
wässrigen Phase. 
 
22 COflCO
Hxp ⋅=         (16) 
 
Die Henrykonstante für Kohlendioxid  ist temperaturabhängig und kann empirisch nach 
Carrol et al. (1991) berechnet werden. Die Stoffmenge des Kohlendioxids nCO
2CO
H
2 in der wäss-
rigen Phase ist verglichen mit der des Lösungsmittels nH2O so gering, dass sie vernachlässig-
bar ist. Daher gilt 
 
OH
CO
OHCO
CO
n
n
nn
n
x
2
2
22
2 ≈+=           (17) 
 
Die Stoffmenge des Wassers ergibt sich aus dem Volumen der wässrigen Phase Vaq multipli-
ziert mit der Dichte ρH2O, geteilt durch das Molekulargewicht MH2O. 
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OH
OHaq
OH M
V
n
2
2
2
ρ⋅=            (18) 
 
Fasst man Gleichungen (17) und (18) zusammen und setzt in Gleichung (16) ein, ergibt sich 
nach Umformung 
 
22
22
,2
COOH
OHaqCO
flCO HM
Vp
n ⋅
⋅⋅∆= ρ            (19) 
 
Diese Gleichung gilt streng genommen für die Löslichkeit von CO2 in reinem Wasser. Da in 
einem gepuffertem System gearbeitet wurde, ist die tatsächliche Löslichkeit durch die Anwe-
senheit weiterer gelöster Substanzen herabgesetzt. Seibt et al. (1999) geben für die Kohlendi-
oxidlöslichkeit in Abhängigkeit der Salinität der Lösung folgende empirische Formel an. 
 
085.0
0
10
2
2 ⋅= cCOCO
S
S            (20) 
 
mit  = Löslichkeit CO
2CO
S 2 
       = Löslichkeit in reinem Wasser  0
2CO
S
       c = Salzkonzentration der Lösung in mol/L 
 
Gleichung (20) kann genutzt werden, die in der wässrigen Phase gelöste Stoffmenge nCO2,fl 
entsprechend der Puffermolarität des Systems zu korrigieren. Ein weiterer Faktor, der in Glei-
chung (19) nicht berücksichtigt wurde, sind Wechselwirkungen des CO2 mit Wasser. Obwohl 
nur ein vernachlässigbar geringer Teil (unter 1 %) des gelösten Kohlendioxids mit dem Was-
ser zu Kohlensäure reagiert, kann diese zu Bicarbonat und Carbonat dissoziieren (s. Glei-
chung 8). Bei der gaschromatographischen Analysemethode wurde dies durch Absenkung des 
pH-Wertes berücksichtigt, wodurch das Gleichgewicht nach links verschoben wurde und das 
Kohlendioxid aus der wässrigen Phase ausgetrieben wurde. Das in Abhängigkeit vom pH-
Wert dissoziierte Kohlendioxid kann über die Säuredissoziationskonstante KS,CO2 berechnet 
werden. KS,CO2 ist definiert durch  
 
)(
)()(
2
3
, 2 COc
HCOcHcK COS
−+ ⋅=     (21) 
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Ersetzt man c(H+) durch 10-pH und löst nach c(HCO3-) auf, so lässt sich die Menge des CO2 
berechnen, die bei entsprechendem pH-Wert und gelöstem CO2 dissoziiert. 
 
pH
COS COcKHCOc −
− ⋅=
10
)(
)( 2,3 2      (22) 
 
Da im betrachteten System ein pH-Wert um den Neutralpunkt herrscht, ist die zweite Dissozi-
ationsstufe zu Carbonat aufgrund der geringen Umsetzung vernachlässigbar. Berücksichtigt 
man die durch Salze herabgesetzte Löslichkeit und das ins Carbonat-Gleichgewicht eingeflos-
sene CO2, kann das in der wässrigen Phase vorliegende Kohlendioxid berechnet werden. 
 
pH
COS
flCO
K
n −
⋅+=
10
2,
,2
ϖϖ       mit      085.010
22
22
⋅⋅⋅
⋅⋅∆= c
COOH
OHaqCO
HM
Vp ρϖ         (23) 
 
Die Gesamtmenge nCO2,tot, durch  die Reaktion der FDH gebildet, lässt sich zusammenfas-
send für eine Anwendung im rein wässrigen System mit folgender Formel beschreiben: 
 
]
10
[][ 22
2
,
., pH
COSgasCO
totCO
K
TR
Vp
n −
⋅++⋅
⋅∆= ωω          mit   085.010
22
22
⋅⋅⋅
⋅⋅∆= c
COOH
OHaqCO
HM
Vp ρϖ      (24) 
 
Der erste Term in den eckigen Klammern entspricht dem in der Gasphase, der zweite Term 
dem in der flüssigen Phase enthaltenen Kohlendioxid.  
 
 
6.1.2 Berechnung in einem Zwei-Phasen-System 
 
Das Zwei-Phasen-System besteht aus einer wässrigen und einer organischen Phase. Daher 
muss für jede der beiden flüssigen Phasen das enthaltene Kohlendioxid berechnet werden.  
 
hexCOaqCOflCO
nnn
222
+=        (25) 
Die wässrige Phase beinhaltet das in PVA-immobilisierte Enzym mit Cofaktor. Aufgrund 
fehlender Kenntnisse über Auswirkungen der Gelmatrix wurde zur Berechnung des in der 
PVA-Gelmatrix gelösten Kohlendioxids die gleiche Formel wie im rein wässrigen System 
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verwendet (Gleichung 23). Da Hexan ein hydrophobes Lösungsmittel ist, haben weder Salze 
noch pH-Wert, sondern allein die Henrykonstante für CO2 in Hexan HCO2,hex, in Abhängig-
keit vom Partialdruck, Einfluss auf die Kohlendioxidlöslichkeit. Gleichung (19), die das in 
der wässrigen Phase gelöste CO2  angibt, kann mit den entsprechenden Werten für Hexan also 
auch für die Berechnung des in der organischen Phase gelösten Kohlendioxids verwendet 
werden. 
 
hex
COhex
hexhexCO
hexCO HM
Vp
n
2
2
2 , ⋅
⋅⋅∆= ρ      (26) 
 
Fasst man die Formeln zusammen und setzt sie in Gleichung (14) ein, ergibt sich folgende 
Gleichung, welche die Gesamtmenge des durch die Cofaktorregenerierung gebildeten Koh-
lendioxids im 2-Phasensystem beschreibt: 
 
Chex
COhex
hexhexCO
BpH
COS
A
gasCO
totCO HM
VpK
TR
Vp
n ][]
10
[][
2
222
2
,
., ⋅
⋅⋅∆+⋅++⋅
⋅∆= −
ρωω           (27) 
 
mit   085.010
22
22
⋅⋅⋅
⋅⋅∆= c
COOH
OHaqCO
HM
Vp ρϖ  
A[...] = in die Gasphase entwichenes CO2, nCO2,gas  
B[...] = in der wässrigen Phase (PVA-Kugeln) enthaltenes CO2, nCO2,aq 
C[...] = in der Hexanphase gelöstes CO2, nCO2,hex 
 
 
6.2 Rechenbeispiel für die Kohlendioxidmessung über den Druck 
 
6.2.1 Kohlendioxid-Bildung in einem rein wässrigen System 
 
Für dieses Beispiel gelten Werte, die bei einer Messung im wässrigen System mit 20 mM 
NAD+-Konzentration nach einer Reaktionszeit von 0,5 Stunden aufgenommen wurden. 
Variable Wert Einheit Konstante Wert Einheit 
∆pCO2 5,9 mbar R 8,3145 104 mbar mL K-1 mol-1 
Vgas 265,25 mL T 303,16 K 
pH 6,9 / 
 
KS,CO2 4,2 10-7 / 
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Vaq 12,5 mL ρH2O 1 g mL-1 
c 0,1 M MH2O 18,02 g mol 
 HCO2 1,84 106 mbar 
 
 
Die Konstanten entstammen Mortimer (1996). 
Die temperaturabhängige Henrykonstante wurde für 30°C bzw. 303,16 K mit der empirischen 
Formel nach Carrol (1991) berechnet: 
 
3
8
2
64 10997,2107668,3102817,18346,6ln 2
TTT
HCO ⋅+⋅−⋅+−=            [mPa]      (28) 
 
Einsetzen der Werte in Gleichung (24): 
 
]
10
[][ 22
2
,
., pH
COSgasCO
totCO
K
TR
Vp
n −
⋅++⋅
⋅∆= ωω     mit 085.0. 10
22
22
⋅⋅⋅
⋅⋅∆= c
COOH
OHaqCO
HM
Vp ρϖ  
 
]
10
102,4[]
16,303103145,8
25,2659,5[ 9,6
7
114.,2 −
−
−−
⋅⋅++⋅⋅⋅⋅⋅
⋅= ωω
KmolKmLmbar
mLmbarn totCO  
 
                           mit 
085.01,061
1
1
101084,102,18
15,129,5
⋅⋅−
−
−⋅⋅⋅⋅
⋅⋅⋅=
Lmolmolg
mLgmLmbarϖ  
 
]1046,9[]1009,62[ 66.,2 molmoln totCO
−− ⋅+⋅=  
moln totCO µ55,71.,2 =  
 
Die Auswertung der Messwerte erfolgte mit Hilfe des Programms Microsoft Excel®, welches 
die gemessenen Druckwerte für jeden Zeitpunkt nach o.g. Formel in Stoffmengen umrechne-
te. Da der pH-Wert nur vor und nach der Reaktion gemessen werden konnte, wurde dieser 
über den Zeitraum des höchsten Druckanstiegs interpoliert. 
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6.2.2 Kohlendioxid-Bildung in einem Zwei-Phasen-System 
 
Die Berechnung erfolgt nach Gleichung (27). Zu dem Rechenbeispiel für das wässrige Sys-
tem muss lediglich der in der organischen Phase enthaltene Kohlendioxidanteil addiert wer-
den. Im folgenden wird nur der letzte Term [...]C betrachtet, der die Menge an gelöstem Koh-
lendioxid im Hexan angibt. 
 
Folgende Werte wurden, bei einem ∆pCO2 von 5,9 mbar verwendet: 
 
Vhex          12,5 mL 
ρhex           0,659 g mL-1 
Mhex         86,18 g mol-1 
HCO2,hex     8,86 104 mbar 
 
Die Henrykonstante für Kohlendioxid in Hexan bei 30°C entstammt der Arbeit von Kaminishi 
et al. (1987). 
 
][ .
.
..
,
2
2
2 hex
COhex
hexhexCO
hexCO HM
Vp
n ⋅
⋅⋅∆= ρ  
 
]
1086,818,86
659,05,129,5[ 41
1
,2 mbarmolg
gmLmLmbarn hexCO ⋅⋅⋅
⋅⋅= −
−
 
moln hexCO µ365,6,2 =  
 
Bei einem gemessenen Druckanstieg von 5,9 mbar wäre die gebildete Kohlendioxidmenge im 
Zwei-Phasensystem 6,365 µmol höher als im rein wässrigen System. 
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6.3 Daten zur Aufreinigung und Stabilität der Enzyme 
 
Daten zur CPCR-Aufreinigung:  
 
Tabelle 18: Ergebnisse der Polyethylenglykol-Fällung 
 
 Zellaufschluss 1. PEG-Fällung 2- PEG-Fällung Lyophilisation
spez. A. [Umg-1] 0,61 1,31 2,08 1,95 
Aufreinigungsfaktor 1 2,13 3,39 3,2 
Gesamtaktivität [U] 1197 1217 1109 898 
Volumen [mL] 136 140 20  
Aktivität [%] 100 102 92,7 75 
 
Tabelle 19: Ergebnisse der Anionenaustauschchromatographie und Ultrafiltration 
 
Lyophilisat nach PEG-
Präzipitation Anionenaustausch Ultrafiltration Lyophilisation
spez. A. [U mg-1] 1,95 5,27 5,46 5,66 
Aufreinigungsfaktor 3,2 2,7 2,8 2,9 
Gesamtaktivität [U] 898 682 656 513 
Aktivität [%] 75 57 54,8 42,9 
 
 
Daten zur FDH-Aufreinigung: 
 
Tabelle 20: Zusammenfassung der Aufreinigung FDH 
 
 Zellaufschluss Anionenaustausch Ultrafiltration Entsalzen Ultrafiltration
spez. A. [U mg-1] 1,29 1,66 1,74 1,75 1,8 
Aufreinigungsfaktor 1 1,35 1,41 1,42 1,46 
Gesamtaktivität [U] 98,2 91,6 61,3 56,4 56,4 
Aktivität [%] 100 93,3 62,4 57,4 57,4 
 
 
Halbwertszeit nativer und immobilisierter CPCR: 
 Tabelle 21: Halbwertszeit der nativen CPCR
T [°C] τ [h] 
4 433,2 
20 92,4 
22 58,7 
25 32,1 
28 34,7 
30 23,8 
32 18,1 
37 16,6 
40 13,9 
46 10,9 Tabelle 22: Halbwertszeit immobilisierter CPCR 
T [°C] τ [h] 
8 141,5 
20 92,4 
28 35,2 
30 34,3 
32 27,1 
34 21,7 
36 20,7 
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